
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
 
 
 
 

Paulo Sérgio Castilho Preté 
 
 
 
 
 
 
 
 

Solubilização de membranas eritrocitárias: análise 

quantitativa do efeito hemolítico induzido por surfatantes 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Profa. Dra. Eneida de Paula 
 

 
 
 
 

2006 

Tese apresentada ao Instituto de 
Biologia para obtenção do Título de 
Doutor em Biologia Funcional e 
Molecular, na área de Bioquímica. 

 



 ii 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA 
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA – UNICAMP 

 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 
                  
 
 
 
 
 
 
 

                    Preté, Paulo Sérgio Castilho 
P926s             Solubilização de membranas eritrocitárias: análise 

quantitativa do efeito hemolítico induzido por surfatantes 
/ Paulo Sérgio Castilho Preté. -- Campinas, SP: [s.n.], 
2006. 

 
     Orientadora: Eneida de Paula.                              
     Tese (doutorado) – Universidade Estadual de             
Campinas, Instituto de Biologia. 

 
     1.  Eritrócitos.   2.  Hemólise e hemolisinas.   3.  
Agentes ativos de superfícies.   4.  Membranas de 
eritrócitos.   5.  Ressonância paramagnética eletrônica.   
I.  Paula, Eneida de.   II.  Universidade Estadual de 
Campinas. Instituto de Biologia.   III.  Título. 
 

 

 



 iii

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 



 iv 

 
 
 
 
 
 
 

 
�
Dedicado� as� mais� belas� flores� do� meu�
jardim...� meu� pai,� Castilho� e� ao� meu�
sobrinho,� Luis� Fernando,� que� junto� de�
Deus� cultivam� os� jardins� do� céu� e� a�
minha� mãe,� que� junto� de� nós� cultiva� a�
mais�bela�das�flores,�o�AMOR...�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 v 

 

Infelizmente�o�autor�é�desconhecido.�
 
A�meus�amados�pais,�Castilho(in�memorian),�Zefinha,�irmãos�(Sô,�Tatão,�Nica,�Tico,�Marcos,�
Fernando�e�Mara)�e�sobrinhos�(Luis�Fernando�(in�memorian),�Vanessa,�Adriane,�Érika,�Diego,�
Mariane,� Bruna� e�Murillo))� pelo� amor,� confiança,� ensinamentos,� companheirismo� e� apoio� que�
sempre�recebo.�AMO�VOCÊS!!!�♥�

À� Profa.� Dra.� Ana� Célia� Ruggiero� e� Maria� de� Fátima� Nepomuceno� pela� orientação,�

colaboração,�sugestões,�atenção�e�amizade�durante�a�minha�iniciação,�onde�tudo�começou.�A�vocês�

minha�eterna�gratidão.�

À� Profa.� Dra.� Eneida� de� Paula� pela� orientação,� colaboração,� sugestões,� atenção� e� amizade�

durante�esses�muitos�anos.�Essas�palavras�não�dizem�nada,�diante�do�que�sinto�por�você.�Minha�

gratidão�será�eterna,�minha�adorada�enfermeira.�

À�Profa.�Dra.�Nilce�Corrêa�Meirelles�pela�contribuição�profissional�e�pessoal�durante�os�anos,�

pelas�terapias�e�pelo�grande�amor�também!�

À�Profa.�Dra.�Cassiana�Maria�Reganham�Coneglian,�coordenadora�do�curso�de�Saneamento�

Ambiental�(Ceset/Unicamp),�pela�confiança�no�meu�trabalho�e�disponibilidade�de�sempre!�

À�Prof.�Dra.�Shirley,�obrigado�pelas�oportunidades�e�momentos�de�aprendizado�na�USP.�Seu�

enorme�respeito�aos�animais�me�mostraram�seu�verdadeiro�valor.�

À�Marina�e�Andréa,�sempre�resolvendo�meus�abacaxis!��Obrigado�minhas�queridas,�adoradas�

amigas!�
�

Ao ...�devo�uma�parte�dos�momentos�inesquecíveis�que�

vivi.�Encontrei�amigos�que�sempre�vou�guardar�em�meu�coração.�Agradeço�não�só�pelas�conversas�

de�trabalho,�mas�especialmente�pelas�risadas...afinal,�tudo�sempre�acabou�assim:�☺�!���

- Japinha,�minha�irmãzinha�japoneusa...�obrigado�pela�amizade,�carinho,�apoio,�pelas�conversas,�

colo,�companheirismo,�risadas,�filmes,�festas.�Você�esteve�presente�desde�o�começo,�agora�com�o�

Tatsuo.�



 vi 

- Murango,�atualmente�conhecida�como�“Fragola”�minha�outra�irmãzinha...�obrigado�pela�

amizade,�carinho,�apoio,�pelas�conversas�(e�brigas�também...),�colo,�companheirismo,�almoços,�

jantares,�filmes.�Obrigado�ermã!!!��Te�amo!!!�

- Granja,�meu�amigoEirmão,�pelas�viagens�e�boas�risadas�de�sempre.�

- Zeca,�meu�amigoEirmão,�obrigado�pela�amizade,�carinho,�conversas�e�pela�sinceridade�de�

sempre.�

- Karina,�minha�primeira�aluna�de�iniciação,�agradeço�a�amizade�durante�todo�o�tempo�que�

trabalhamos�juntos.��

- Hayda,�minha�segunda�aluna,�agradeço�por�nossas�conversas,�festas�e�prêmios�que�recebemos�

juntos.�

- Josi,�a�terceira�aluna,�agradeço�pelas�conversas�e�pela�garra�que�você�tem.�Aprendi�com�você,�

mais�do�que�ensinei.�

- Marizoca,�pela�amizade�e�perseverança�de�sempre.�Mesmo�estando�longe,�estamos�perto.�

- Eduardo,�agradeço�a�amizade,�consideração,�esclarecimentos�e�os�favores�também.�

- Léo,�agradeço�a�amizade,�favores�e�profissionalismo.�

- Sônia,�agradeço�pelos�bons�e�maus�momentos.�Todos�nos�fazem�crescer!�

- Ju,�Bispo,�Cleyton,�Raquel,�Veruska,�André,�Ana�Cláudia,�Luciana,�obrigado�pelas�risadas,�

amizade�e�almoços...�

- Márcio,�Jack,�Carlos,�DaniEViu,�Maribel,�Dona�Cidinha�obrigado�pelo�auxílio�que�recebi�

durante�todo�esse�tempo�e�por�tentarem�manter�"nosso�hospício"�um�pouco�organizado,�

obrigado�pelos�cafés�também.�

- Marcos�Zardetto,�agradeço�pelo�companheirismo�de�sempre.�À�você�o�meu�respeito.�

- Às�amigas�Cristina,�Sílvia,�Adriana�e�Neusa,�obrigado�pela�amizade�e�oportunidades�de�

trabalho.�

- Giovana,�pelos�cafés�dos�momentos�finais�da�escrita.�



 vii

- Enfim,�às�"famílias"�que�adotei�(Juli�e�Mayara,�Stela,�Eneida,�Lee,�Cae,�Luciana,�Ed,�

DeLucca,�Patrícia,�Cínthia,�Marina,�Helenice,�Sr.�Valdir).�Obrigado�por�conhecêElos�e�por�

fazerem�parte�de�muitos�momentos�felizes.����������������������������������������������� �

Paulo�(Pô)�

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 viii

ÍNDICE 
 

LISTA DE ABREVIATURAS.......................................................................................... ix 
RESUMO........................................................................................................................ xi 
ABSTRACT.................................................................................................................... xii 
1   INTRODUÇÃO.......................................................................................................... 1 
1.1  Surfatantes.............................................................................................................. 6 
1.2  Classificação dos surfatantes.................................................................................. 6 
1.3   Propriedades Físico-Químicas dos surfatantes...................................................... 9 
    1.3.1  Concentração Micelar Crítica (CMC)................................................................ 9 
    1.3.2  Número de Agregação (N)............................................................................... 10 
    1.3.3  Balanço Hidrofílico-Lipofílico (HLB).................................................................. 11 
1.4   Surfatantes e suas aplicações................................................................................ 12 
    1.4.1  Surfatantes não iônicos da série CxEy.............................................................. 12 
    1.4.2  Surfatantes não iônicos da série Renex........................................................... 13 
    1.4.3  Surfatantes não iônicos da série Tween.......................................................... 14 
    1.4.4  Sais biliares...................................................................................................... 14 
1.5   Membranas Biológicas........................................................................................... 15 
    1.5.1  Membrana Eritrocitária..................................................................................... 18 
    1.5.2  Interação de Surfatantes não-iônicos com Membranas................................... 22 
    1.5.3  Hemólise Isotônica........................................................................................... 26 
2   OBJETIVOS.............................................................................................................. 32 
3   MATERIAIS E MÉTODOS........................................................................................ 33 
3.1 Materiais .................................................................................................................. 33 
3.2 Métodos ................................................................................................................... 33 
3.2.1  Caracterização Óptica dos Surfactantes ............................................................. 33 
3.2.2  Testes de Autoxidação dos Surfactantes ............................................................ 34 
3.2.3  Preparo da Suspensão de Eritrócitos .................................................................. 34 
3.2.4 Teste Hemolíticos em meio isotônico ................................................................... 34 
3.2.5 Tratamento de Lichtenberg .................................................................................. 35 
3.2.6  Estudos de EPR .................................................................................................. 36 
4   RESULTADOS.......................................................................................................... 39 
4.1  Quantitative assessment of human erythrocyte membrane solubilization by Triton 
X-100…………………………………………………………………………………………… 

 
40 

4.2  Solubilization of human erythrocyte membranes by non-ionic surfactants of the 
polyoxyethylene alkyl ethers series…………………………………………………………. 

 
46 

4.3  Multiple stages of detergent-erythrocyte membrane interaction – A spin label 
study…………………………………………………………………………………………..... 57 
4.4  Testes Hemolíticos em isotônicas com surfatantes não iônicos da série C12Ey,  
série Renex,série Tween e Sais biliares........................................................................ 

 
83 

5   CONCLUSÕES......................................................................................................... 96 
6   REFERÊNCIAS BIBLIOGRAFICAS......................................................................... 98 
7   ATIVIDADES DESENVOLVIDAS............................................................................. 109 
 
 
 



 ix 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 
(BPS) Surfatantes biodegradáveis e sensíveis ao pH 
CxEy Polioxietileno alquil éteres 
C10E8 Polioxietileno 8 decil éter 
C12E2 Polioxietileno 2 lauril éter 
C12E4 Polioxietileno 4 lauril éter 
C12E5 Polioxietileno 5 lauril éter 
C12E6 Polioxietileno 6 lauril éter 
C12E8 Polioxietileno 8 lauril éter 
C12E10 Polioxietileno 10 lauril éter 
C12E23 Polioxietileno 23 lauril éter 
C14E8 Polioxietileno 8 miristoil éter 
C16E8, Polioxietileno 8 palmitoil éter 
C18E8 Polioxietileno 8 estearil éter 
C Colato 
CHAPS Cloroamidopropil dimetilamônio propano sulfonato 
CMC Concentração micelar crítica 
Cprot Concentração de proteção máxima 
Csat Concentração de saturação  (início da hemólise isotônica) 
Csol Concentração de solubilização  (100% de hemólise isotônica) 
CTAB Brometo de cetil trimetil amônio 
DC Desoxicolato 
Dt

sat Concentração de detergente necessária para início  da solubilização 
Dt

sol Concentração de detergente necessária para total solubilização 
DW Solubilidade aquosa do detergente 
DTAB Brometo de dodecil trimetil amônio 
EROS Espécies reativas de oxigênio 
GC Glicocolato 
GDC Glicodesoxicolato 
Hb Hemoglobina 
HLB Balanço hidrofílico lipofílico 
Ht Hematócrito 
LC Litocolato 
MM Massa Molecular 
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (forma reduzida) 
OXI-Hb Oxihemoglobina 
PC Fosfatidilcolina 
PBS Tampão fosfato 5 mM, pH 7,4 com NaCl isotônico (154 mM) 
PE Fosfatidiletanolamina 
OS Fosfatidilserina 
Re Razão efetiva droga/lipídio na membrana 
Rprot Razão droga/lipídio na proteção contra lise hiposmótica 
Rsat Razão droga/lipídio na saturação da membrana 
Rsol Razão droga/lipídio na total solubilização da membrana 
Re

ssaatt  Razão efetiva droga/lipídio na membrana para saturação 
Re

sol Razão efetiva droga/lipídio na membrana para solubilização 
RH Hemólise Relativa (% de Hemólise) 
Renex 60 Polioxietileno-nonilfenol n=6 
Renex 95 Polioxietileno-nonilfenol n=9,5 



 x 

Renex 100 Polioxietileno-nonilfenol n=10 
Renex 150 Polioxietileno-nonilfenol n =15 
Renex 230 Polioxietileno-nonilfenol n=23 
RPE Ressonância paramagnética eletrônica 
SDBS Dodecil benzeno sulfonato de sódio 
SDS Dodecil sulfato de sódio 
SM Esfingomielina 
TC Taurocolato 
TDC Taurodesoxicolato 
Triton X100 T-octilfenoxi polietoxi etanol (TTX-100) 
Tween 20 Polioxietileno-sorbitol monolaurato 
Tween 40 Polioxietileno-sorbitol monopalmitato 
Tween 80 Polioxietileno-sorbitol monooleato 
UDC Ursodesoxicolato 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 xi 

RESUMO 
 

Surfatantes ou detergentes são compostos anfifílicos que, na presença de 

água, têm a característica de formar agregados micelares. Surfatantes induzem a 

desestruturação de outros agregados como bicamadas sendo, por isso, usados para 

ruptura celular ou solubilização de lipídios e proteínas de membrana. 

A capacidade lítica dos surfatantes resulta de sua estrutura química, que 

determina o modo de interação dos mesmos com as membranas. Em concentrações 

mais altas (acima da concentração micelar crítica), os surfatantes desestabilizam as 

bicamadas lipídicas, levando à formação de micelas-mistas. 

Ensaios hemolíticos são bons modelos para estudo do efeito lítico de 

surfatantes em biomembranas. Aplicando em eritrócitos humanos o tratamento 

quantitativo proposto por Lichtenberg (1985) para estudo da solubilização de 

bicamadas lipídicas mensurou-se, neste trabalho, as concentrações para início (Csat) 

e 100% de hemólise (Csol), induzidas por 25 surfatantes clássicos, pertencentes a 

cinco diferentes famílias. A variação dos valores de Csat, Csol determinada com 

diferentes hematócritos permitiu o cálculo da constante de ligação 

surfatante/membrana e da razão surfatante/lipídio de membrana (Re) para início e 

100% de hemólise. O parâmetro Re foi usado para classificar os detergentes como 

fortes, médios ou fracos agentes solubilizantes, com boa correlação com dados da 

literatura o que nos permitiu propor seu uso para descrever o efeito lítico de 

surfatantes, como uma alternativa simples e aplicável as membranas biológicas. 

As transições durante o processo hemolítico foram acompanhadas pela 

técnica de Ressonância Paramagnética Eletrônica, com uso marcador de spin 5 

doxil-estearato (incorporado a 1 mol% nas membranas de eritrócito) e lise induzida 

pelo surfatante não iônico Triton X100. Concomitante ao aparecimento de 

hemoglobina e fosfato livres no sobrenadante - indicadores da ruptura da membrana, 

medidas do parâmetro de ordem daquele marcador de spin permitiram estudar as 

transições que acontecem durante (membrana:membrana mista) e após (membrana 

mista:micela mista) a hemólise. 
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ABSTRACT 
 

Surfactants or detergents are amphiphilic compounds that form micellar 

aggregates in the presence of excess water. Surfactants are able to induce disruption 

of lamellar aggregates, justifying their use for cell lysis or in the extraction of 

membrane constituents such as lipids and proteins.  

The lytic capacity of a given surfactant is determined by its chemical structure, 

that rules its interaction with the membranes. At high concentration (above the critic 

micelle concentration), surfactants destabilize lipid bilayer leading to mixed micelle 

formation. 

Hemolytic assays are a good model to study the lytic effect of surfactants on 

biomembranes. In this study we have applied to human erythrocytes the quantitative 

treatment proposed by Lichtenberg (1985) to describe the solubilization of model lipid 

membranes. The concentration for onset (Csat) and complete  (Csol) hemolysis 

induced by 25 classic surfactants from five different families were measured. 

Changes in Csat and Csol values at different hematocrits allowed the determination of 

the surfactant/membrane lipid molar ratio (Re) for beginning and 100% lysis. The Re 

parameter was used to classify the surfactants as strong, medium or weak membrane 

solubilizers. The classification was in good correlation with data in the literature, 

allowing us to recommend the use of Re parameter to describe the lytic effect of 

surfactants on biomembranes. 

The transitions in the hemolytic process were accompanied by Electron 

Paramagnetic Resonance, using the 5-doxyl stearate spin-probe (1 mol%, 

incorporated in the erythrocyte membrane) and the non-ionic surfactant Triton X100. 

Simultaneously to the appearance of hemoglobin and phosphate released in the 

supernatant, measurements of the order parameter of the spin probe were used to 

characterize the transitions that take place during (membrane:mixed membrane) and 

after (mixed:membrane:mixed micelle) hemolysis. 
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1   INTRODUÇÃO 

 
Os organismos vivos estão expostos a um número exorbitante de compostos 

químicos exógenos (xenobióticos) ou produtos secundários desses, tais como 

medicamentos, corantes, detergentes, conservantes, flavorizantes da indústria 

alimentícia, agrotóxicos residuais em frutas e legumes e ainda poluentes industriais 

que contaminam o ar, a água e o solo. A interação dos xenobióticos com o 

organismo vivo pode ser tanto benéfica quanto maléfica, a exemplo da atividade 

terapêutica dos medicamentos ou reações adversas promovidas por esses mesmos 

agentes ao interagirem com os sistemas biológicos (Berg et al., 2004).  

O efeito da maioria dos fármacos sobre o organismo resulta de suas 

interações com macromoléculas, muitas das quais componentes da membrana 

plasmática (Benet et al., 1996). A capacidade de um composto químico interagir com 

membranas biológicas é determinante para sua absorção, distribuição, 

biotransformação e excreção, bem como para o estabelecimento de sua atividade. 

Surfatantes (detergentes ou tensoativos) são compostos anfipáticos, isto é, 

possuem grupamentos polares e apolares numa mesma molécula. Essa natureza 

dual confere aos surfatantes a propriedade de adsorção em interfaces ar-água ou 

óleo-água e é responsável pelos fenômenos de surfactação, micelização e 

solubilização. Termodinamicamente, os surfatantes agem reduzindo a tensão 

superficial de uma interface e aumentando sua área de contato, sob pressão e 

temperatura constantes. Devido a esta propriedade, os surfatantes naturais, como os 

produtos do metabolismo do colesterol (sais biliares), surfatantes pulmonares, e 

sintéticos como o dodecil sulfato de sódio (SDS), triton e brometo de cetil trimetil 

amônio (CTAB), têm sido largamente empregados em pesquisas bioquímicas  

(Attwood & Florence, 1983).  

Na interface química-biologia, existem muitas aplicações para os surfatantes 

baseadas na sua interação com sistemas biológicos tais como: a) solubilização, 

extração de componentes estruturais das células, como proteínas (Brenner et al., 

1995; Minuth et al., 1995; Jones, 1999; Sun et al., 1999; Vasilescu et al., 1999; le 

Maire et al., 2000; Gohon et al., 2003; Phizicky et al., 2003; Tyers & Mann, 2003; 
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Seddon et al., 2004) ou hidrofílicos (Huang & Lee, 1994; Chang et al., 1994; Bassetti 

et al., 1995; Forney & Glatz, 1995; Cummis & Ekeze, 1997), b) como agentes de 

dissolução de drogas e de facilitação da penetração de fármacos através de 

membranas (Israelachvili, 1985; Yoon & Burgess, 1996; Malcolmson et al., 1998, 

Uchegbu & Vyas, 1998), c) no controle da atividade antimicrobiana (Restaino et al., 

1994; Cummis & Ekeze, 1997; Glover et al., 1999).  O aumento da permeabilidade da 

membrana vegetal a herbicidas, da molhabilidade de pesticidas durante a 

pulverização (Komives et al., 1994; Riechers et al., 1994) e da remoção de metais 

pesados (Huang & Lee, 1994) são alguns exemplos da aplicação específica desses 

surfatantes em agricultura.  

O uso de surfatantes para controlar a atividade de preparações enzimáticas 

(Basheer et al., 1995; Kamiya et al., 1995) constitui interessante aplicação em 

bioquímica. Técnicas rotineiras como eletroforese em gel de policrilamida fazem uso 

de surfatantes como o SDS (SDS-PAGE) e outros e são largamente utilizadas para a 

determinação da massa molecular e heterogeneidade de proteínas (Weber & 

Osborn, 1969; Molloy et al., 1998; Xu et al., 1998; Hiol et al., 1999; Righetti et al., 

1999; Zhang et al., 2005). 

Surfatantes têm encontrado grande aplicação em sistemas para liberação 

controlada de drogas (Lichtenberg, 2000). Carreadores de fármacos com longo 

tempo de circulação são interessantes para manter os níveis séricos das drogas, 

possibilitar o direcionamento específico (para células tumorais, por exemplo) e 

também para o uso como contraste em exames da integridade vascular (Li et al., 

1996). O menor tamanho das micelas de surfatante em relação a outros sistemas de 

liberação, como lipossomos, retarda seu reconhecimento pelo sistema retículo-

endotelial, aumentando seu tempo de circulação (Yokoyama et al., 1991). 

Surfatantes biodegradáveis e sensíveis ao pH são bons exemplos do avanço 

tecnológico nessa área; esses compostos, geralmente aminas lipofílicas com pK 

entre 5 e 7, têm pouca atividade detergente em pH fisiológico mas, quando 

endocitadas alcançam os lisossomos, cujo pH ácido promove a formação da forma 

carregada que é altamente lítica (Torchilin, 1998; Janetzko et al., 1999). Ao romper o 



 3 

lisossomo, esses surfatantes impedem ou diminuem a degradação precoce de 

drogas que podem exercer ação intracelular, com DNA (Liang & Hughes, 1998). 

Copolímeros de bloco, do tipo A-B (1 cadeia hidrofílica e 1 cadeia hidrofóbica ) 

ou A-B-A- (2:1, com cadeia hidrofóbica dupla) são outros exemplos de micelas 

especiais com grande tempo de circulação no sangue (Lawrence et al., 1997; Vyas et 

al., 1997; Torchilin, 1998; Shim et al., 2006). A porção hidrofílica desses compostos é 

geralmente formada por polietilenoglicol, enquanto a cadeia hidrofóbica pode ser 

biodegradável contendo cadeias polipeptídicas (Torchilin, 1998; Kwon & Okano, 

1999). Chung e col. (1999) descreveram o uso de um copolímero de bloco 

inteligente, termo-sensível, que induziria o acúmulo específico de drogas anticâncer 

nas células alvo, modulado por temperatura. Alterando a estrutura química do 

copolímero. Jayasuriya e col. (1990) conseguiram sintetizar surfatantes não-iônicos 

com atividade lítica controlável, mostrando que esses surfatantes podem ser 

interessantes em membranologia. 

Talvez o efeito mais estudado de surfatantes seja o de solubilização de 

membranas biológicas e modelo (Goñi et al., 1986; Moro et al., 1993; Ostolaza et al., 

1993; Viguera et al., 1993, 1994; Begona et al., 1994; Requero et al., 1995a,b; 

Przestalski et al., 1996; Chernitsky & Senkovich, 1997; Ribas, 1997; Galembeck et 

al., 1998; Liang & Hughes, 1998; Patra et al., 1998; Carafa et al., 1999, Jones, 1999; 

Togo et al., 1999). Esse efeito depende da ocorrência ou não de ligação entre 

ambos, surfatante e membrana, do tipo de interação e das modificações que ele 

induz na mesma. Observa-se que as conseqüências da interação dos surfatantes 

com a membrana dependem da estrutura do tensoativo como características da 

porção polar e apolar da molécula, da presença ou não de cargas e da natureza dos 

substituintes (Helenius & Simons, 1975). 

Surfatantes não-iônicos permitem avaliar as interações hidrofóbicas entre seus 

monômeros ou agregados (micelas) e membranas porque não estabelecem ligações 

eletrostáticas com os componentes desta (Attwood & Florence, 1983). Em geral, os 

surfatantes não-iônicos são melhores para quebrar interações entre lipídios e entre 

lipídios e proteínas, que entre proteínas. Por isso, eles são considerados surfatantes 
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não-desnaturantes e são amplamente usados no isolamento de proteínas de 

membranas em suas formas biologicamente ativas (Bhairi, 2001).  

Em bioquímica, o uso bastante difundido de surtatantes é na extração de 

proteínas integrais de membranares, com ou sem a manutenção da estrutura nativa 

e atividade biológica. Estudos de enzimologia e eletrofisiologia requerem proteínas 

ativas, enquanto em projetos como os de proteoma, por exemplo, interessa o 

isolamento e identificação de proteínas expressas, que não precisam ter sua 

atividade preservada (Phizicky et al., 2003; Tyers & Mann, 2003). O isolamento de 

proteínas de membrana é mais difícil que o de proteínas globulares (solúveis) e está 

fortemente baseado no emprego de detergentes de diferentes tipos (le Maire et al., 

2000). Além de poderem ser usados em baixas concentrações, podem apresentar 

outras características de interesses e vitais (Low et al., 2002). Estudos recentes do 

genoma estimam que as proteínas transmembranares correspondem a 30% do total 

de proteínas, com isso é necessário um aumento do desenvolvimento de novas 

metodologias para solubilização de proteínas de membrana, bem como o 

enriquecimento da técnica de eletroforese bidimensional, para a análise proteômica 

(Zhang et al., 2005).   

Além disso, alguns surfatantes também têm sido empregados em estudos de 

solubilização da membrana mitocondrial interna (Nijtmans et al., 2002; Eubel et al., 

2004; Sabar et al., 2005). 

A membrana mitocondrial interna, por exemplo, é rica em proteínas envolvidas 

no metabolismo celular, que correspondem a aproximadamente 80% das proteínas 

totais da membrana (Daum, 1985). Embora a diversidade protéica na membrana 

mitocondrial interna não seja tão grande comparado a de membranas plasmáticas, 

como a de eritrócito, bastante estudada em nosso laboratório e cujo número de 

proteínas é estimado em cerca de 102, revelado por técnicas avançadas de 

eletroforese 2D (Low et al., 2002), o estudo dessa membrana têm importâncias 

clínicas diretas, devido às diferentes doenças mitocondriais já descritas, que atingem 

todo o organismo ao afetarem a produção de ATP pelas células (Wallace, 1999).  

Por outro lado, vários compostos com atividade farmacológica são anfipáticos 

e, como os surtatantes clássicos, tendem a se agregar e interagir com membranas 
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biológicas. Como conseqüência, é possível verificar as propriedades de agregação 

dessas drogas e descrever sua interação com membranas - de forma idêntica a dos 

surtatantes clássicos, uma vez que elas promovem ruptura e lise das membranas. A 

compreensão dos efeitos promovidos por esses compostos em biomembranas é 

fundamental para entendimento de seu mecanismo de ação (Schreier et al., 2000). 

Tratando-se de membranas eritrocitárias, objetivo deste trabalho, observa-se 

uma grande utilidade no estudo da interação de fármacos e cosméticos com 

sistemas biológicos (Malheiros et al., 2000). Sua facilidade de obtenção (punção 

intravenosa) e de isolamento (centrifugação), também justificam seu uso como 

membranas modelo e são especialmente importantes no estudo de mudanças de 

composição lipídica ou em citoesqueleto (Brito et al., 1996; Rivas et al., 2003), 

enzimas (Spinedi et al., 1992) ou outras proteínas de membrana. Esse efeito de 

solubilização depende da ocorrência ou não de ligação entre o surtatante e a 

membrana, do tipo de interação e das modificações que ele induz na mesma.  
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1.1 SURFATANTES  

Os surfatantes são compostos químicos que apresentam uma natureza dual, 

possuindo uma porção hidrofóbica e uma porção hidrofílica. Em virtude desta 

anfipaticidade, os surfatantes migram para interfaces, mostrando sua porção 

hidrofóbica para o ar ou para a fase apolar e a porção hidrofílica para a água, quando 

colocado em solução, promovendo uma diminuição da tensão superficial da solução 

em relação a do solvente puro. O alinhamento das moléculas de surfatante nas 

interfaces reflete a tendência de assumir uma orientação termodinamicamente mais 

favorável (Attwood & Florence, 1983; Israelachvili, 1985). 

A principal característica dos surfatantes é que, quando em solução aquosa 

diluída (abaixo da cmc), apresentam-se em maior concentração na superfície do que 

no interior do líquido. Biologicamente, surfatantes iônicos como os sais biliares 

(ácidos cólico, quenoxicólico, desoxicólico e litocólico) derivados do colesterol são os 

exemplos bioquímicos mais expressivos da atividade dos surfatantes. Os sais biliares 

fazem parte da bile e são excretados no duodeno promovendo a emulsificação das 

gorduras ingeridas, auxiliando na digestão enzimática e na absorção das mesmas 

(Montgomery, 1994). Esse fenômeno, conhecido como adsorção, ocorre em 

interfaces líquido/sólido, líquido/líquido e líquido/ar (Porter, 1991). Além dos sais 

biliares, existem também os surfatantes pulmonares, cuja função é reduzir a tensão 

superficial alveolar na interface líquido/ar e assim evitar o colapso dos pulmões que 

impediria a troca gasosa. Os surfatantes pulmonares têm recebido bastante atenção 

dos pesquisadores, pois sua produção deficiente é uma importante causa de 

mortalidade em recém nascidos (Jobe, 1993; Braun et al., 1999). A administração, 

via respiratória, de surfatante pulmonar em recém nascidos portadores da Síndrome 

da Angústia Respiratória mostrou-se eficaz (Johannsson & Curstedt, 1997). 

 

1.2 CLASSIFICAÇÃO DOS SURFATANTES 

Os surfatantes são também conhecidos como tensoativos ou detergentes. 

Tais compostos são classificados com base na composição da sua porção polar. Em 

relação à porção hidrofílica, os surfatantes são classificados como: catiônicos, 

aniônicos, não-iônicos e zwiteriônicos (Neugebauer, 1994; Bhairi, 2001). 



 7 

 

Catiônicos: são aqueles que em solução aquosa, apresentam carga positiva. 

São aminas primárias, secundárias ou terciárias, ou sais de amônio quaternário 

utilizados na indústria têxtil e de fertilizantes, no revestimento de estradas (asfalto), 

em amaciantes de roupas e condicionadores de cabelo (Ex: CTAB, DTAB). 

 

Aniônicos: Quando dissociados em solução aquosa, apresentam carga 

negativa. Os principais são compostos carboxilados, sulfatados, sulfonados ou 

fosfatados. São utilizados em cosméticos, shampoos, desinfetantes, lavanderias 

industriais, detergentes de uso doméstico, na indústria têxtil e de papel (Ex: SDS, 

SDBS). 

 

Não-iônicos: Não se dissociam em solução aquosa. São geralmente alquil ou 

alquil-aril éteres de polióxido de etileno, ou derivados de compostos poli-hidroxílicos 

ou oligossacarídeos. São utilizados em shampoos, cosméticos, defensivos agrícolas, 

no tratamento de metais, nas indústrias têxteis e de petróleo (Ex: Renex, Cx Ey, 

Tween e Triton). 

 

Zwiteriônicos: Comportam-se como aniônicos ou catiônicos, dependendo do 

pH do meio em que estão atuando. São N – alquil derivados de aminoácidos, 

utilizados em produtos de higiene pessoal (sabonete líquido, shampoos, géis), 

espuma para controle de incêndio, na limpeza industrial e de automóveis. (Ex: 

betaínas, CHAPS). A porção apolar ou hidrofóbica é geralmente composta por uma 

cadeia de hidrocarbonetos, podendo também conter moléculas como grupos 

aromáticos hidrofóbicos (Porter, 1991). 

 

A figura 1 mostra a estrutura química das diferentes séries de surfatantes 

utilizados. 
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Figura 1 – Estruturas químicas dos surfatantes estudados 
 

y = 8 e : 
 

x=  8     C10E8 
x=10     C12E8 
x=12     C14E8 
x=14     C16E8 
x=16     C18E8 

x=10  y=2 C12E2 
x=10  y=4 C12E4 
x=10  y=5 C12E5 
x=10  y=6 C12E6 
x=10  y=8 C12E8 

x=10  y=10 12E10 

x=10  y=23 C12E23 

Abrev. 
               R1       R2           R3 
C          OH       OH           O- 
DC          H       OH           O- 
UDC    OH         H            O- 
LC          H         H            O- 
GC       OH       OH     NHCH2COO- 

GDC    OH         H      NHCH2COO- 
TC       OH       OH     NHCH2CH2SO3 
TDC    OH         H      NHCH2CH2SO3 

R=  ác. láurico, C12:0  
(Tween 20) 

R=ác.palmítico,C16:0    
                 (Tween 40) 
R= ác. oléico, C18:1  
                 (Tween 80) 

y=  6     Renex  60 
y=  9,5  Renex   95 
y= 10    Renex 100 
y=15     Renex 150 

x= 9-10 
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1.3  PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DOS SURFATANTES 

1.3.1  CONCENTRAÇÃO MICELAR CRÍTICA (CMC) 

Surfatantes também exibem auto-agregação.  Quando em baixa concentração 

em solução aquosa, eles se encontram como monômeros dispersos. A partir de uma 

faixa de concentração crítica (específica para cada tipo de surfatante), as moléculas 

de surfatante agregam-se formando estruturas denominadas micelas (Figura 2). Na 

figura 2 a porção azul representa a cabeça polar (hidrofílica) e a porção laranja 

representa a cauda apolar (hidrofóbica) do surfatante. A estreita faixa de 

concentração na qual se inicia a formação de micelas é denominada de 

concentração micelar crítica. A agregação em micelas é um evento que ocorre 

abruptamente e as moléculas de surfatante adicionadas a uma solução que já se 

encontre na sua CMC são incorporadas nas micelas (Tanford, 1980). No entanto, a 

idéia de formação de micelas como um processo abrupto é um conceito que não 

pode ser generalizado, já que vários trabalhos têm descrito a formação de agregados 

pré-micelares durante o processo de solubilização de alguns surfatantes (Ernandes 

et al., 1977; Schreier et al., 1978a,b; 2000).  

A principal razão que leva os monômeros de surtatantes a se associarem sob 

a forma de micelas é a diminuição da área de contato entre as cadeias 

hidrocarbônicas do surtatante e a água. A formação do agregado, porém, leva o 

surtatante a uma situação onde os grupos hidrofílicos (cabeças) estão muito 

próximos, gerando uma repulsão eletrostática que se opõe ao processo de 

micelização. 

As micelas (Figura 2) podem apresentar-se na forma de esferas, discos ou 

cilindros. Em concentrações mais baixas, micelas são esféricas; micelas discóides ou 

cilíndricas são formadas em concentrações mais elevadas de surfatantes e suas 

soluções apresentam características líquido-cristalinas ou mesofásicas (Attwood & 

Florence, 1983). Soluções acima da CMC são compostas de micelas em equilíbrio 

com os monômeros. 
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A) 

  

B) 

 

Figura 2 – Representações  esquemáticas  de micelas 

 

As técnicas mais utilizadas na determinação da CMC envolvem propriedades 

físicas como tensão superficial, dispersão de luz (Attwood & Florence, 1983), 

condutividade (Bachofer, 1996; Dominguez et al., 1997) e ressonância 

paramagnética eletrônica, RPE (Galembeck et al., 1998). O uso de calorimetria de 

titulação também tem sido um método empregado na determinação da CMC; através 

desta técnica é possível determinar a partir de um único experimento, além da CMC, 

a entalpia de micelização (Paula et al., 1995). 

Os surtatantes iônicos possuem dois tipos de comportamento em solução 

aquosa. Abaixo da CMC os monômeros comportam-se como eletrólitos. Após a 

micelização, cada monômero adicionado contribui para a formação de micelas. A 

micela não é completamente ionizada, apenas uma fração de íons fica livre na 

solução. Esta mudança de propriedade da solução é observada em uma titulação 

condutivimétrica, talvez a metodologia mais empregada para determinação da CMC, 

pois, já que acima da CMC o aumento na condutividade da solução com a adição de 

surtatante é menor. 

 

 

1.3.2  NÚMERO DE AGREGAÇÃO (N) 

 O número de agregação é a média da composição micelar (em no de 

monômeros constituintes) num dado período de tempo, e é estimado pela divisão da 

massa molecular da micela pela massa molecular do monômero do surfatante 

(Neugebauer, 1994). Quando se designa um dado número de agregação para um 

surfatante, pode-se incorrer no erro de imaginar agregados bem definidos e estáticos 
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em solução, enquanto as micelas são estruturas dinâmicas, já que a troca de 

monômeros entre elas e a fase aquosa ocorre constantemente (Wennerstron & 

Lindman, 1979).  No entanto, os valores de N indicam o tamanho e a estabilidade 

dos agregados micelares, podendo chegar a valores muito altos ou a valores de 2-4 

como no caso de sais biliares e alguns farmácos (Schreier et al., 2000). O número de 

agregação pode ser obtido de acordo com a equação abaixo: 

monômero domolar  massa

micelarmolar  massa
agregação de Número =      Equação (1) 

A massa molecular das micelas pode ser obtida por várias técnicas incluindo 

filtração a gel, dispersão de luz e dispersão de raios X a baixo ângulo. O número de 

agregação pode variar de acordo com a natureza do surfatante (Tabela 1). Por 

exemplo: as micelas formadas por sais biliares tendem a ter número de agregação 

baixo, enquanto aquelas formadas por Triton X-100 possuem valores altos (Bahiri, 

2001).  

 
 
1.3.3  BALANÇO HIDROFÍLICO-LIPOFÍLICO (HLB) 

A anfipaticidade natural dos surfatantes pode ser expressa em termos de 

balanço entre as porções hidrofóbica e hidrofílica da molécula. A escala empírica de 

HLB (balanço hidrofílico lipofílico) foi proposta por Griffin (1949) e é usada para 

determinar o grau de afinidade do tensoativo em relação às fases polar e a apolar, 

sendo definida como a razão entre fase H/Lx20 (0 a 20), sendo que valores inferiores 

a nove caracterizam moléculas lipofílicas, e valores acima de onze caracterizam 

moléculas hidrofílicas.  

Em geral, dentro de uma série homóloga, quanto maior o HLB, maior a CMC 

dos surfatantes. A tabela 1 mostra algumas propriedades físico-químicas dos 

surfatantes estudados neste projeto. 
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Tabela I - Propriedades físico-químicas dos surfatantes estudados. 

Surfatante MMa CMC (M)a Nº de Agregaçãoa HLBb 
C10E8 511 9,7 x 10-4  - 14,5 
C14E8 567 8,0 x 10-6   - 13,0 
C16E8 595 7,3 x 10-7  - 12,4 
C18E8 623 5,9 x 10-8 - 11,9 

C12E2  
c 274 - - 6,5 

C12E4  
c 363 6,5 x 10-5 40 9,8 

C12E5  
c 407 6,2 x 10-5 - 10,9 

C12E6  
c 451 6,7 x 10-5 105 11,8 

C12E8  
c 539 1,0 x 10-4 120 13,7 

C12E10  
c 630 9,0 x 10-5 - 14,1 

Colato 431 6,5 x 10-3 5 1,6  
Desoxicolato 415 2,5 x 10-3 13 1,6  

Litocolato 393 --- 2 1,7  
Ursodesoxicolato 377 7,0 x 10-3 - 0,8  

Glicocolato 488 7,0 x 10-3 16 4,4  
Glicodesoxicolato 472 1,1 x 10-3 19 3,8  

Taurocolato 538 4,5 x 10-3 4-5 5,8  
Taurodesoxicolato 522 1,5 x 10-3 22 5,4  

Renex 60 484  - 10,9 
Renex 95 638 7,8-9,2 x 10-5 - 13,0 
Renex 100 660 7,5-9,0 x 10-5 - 13,3 
Renex 150 880 1,1-1.3 x 10-4

 - 15,0 
Renex 230 1232 1,1-1.3 x 10-4

 - 16,4 
Tween 20 1228 5,9 x 10-5 - 16,7 
Tween 40 1288 2,7 x 10-5 - 15,6 
Tween 80 1310 1,2 x 10-5 60 15,0 

Triton X-100 625 2,5 x 10-4 100-155 13,5 
a
 de acordo com Bahiri (2001); 

b
 de acordo com Neugebauer, 1994; 

c 
de acordo com Berthod et al. 

(2001); 
d
 Calculado de acordo com Griffin [1949] 

 
 

 

1.4  SURFATANTES  E SUAS APLICAÇÕES 

1.4.1  SURFATANTES  NÃO IÔNICOS DA SÉRIE CXEY 

Surfatantes da série CxEy são polioxietilenos alquil éteres, ou seja, são 

surfatantes compostos de tipo óxido-etileno adicionados de álcoois lineares. Tais 

compostos apresentam uma enorme importância econômica e aplicabilidade 

industrial (Berthod et al., 2001).  
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Os surfatantes da série CxEy têm diferentes aplicações: na extração de 

proteínas  de membrana (Adamo et. al., 2000;  Esmann & Skou, 1984; Cho et. al., 

2000; Lachaal et. al., 2000), especialmente  o C12E8 (le Maire et. al. 2000; Victoria & 

Mahan, 1981), na separação de outros componentes químicos (Berthod et. al., 2001; 

Clothier & Tomellini, 1996) ou como coadjuvante para liberação controlada de droga 

(Yamamoto et. al., 1989).  

Em 1983, Yotsuyanagi e colaboradores (1983), compararam a solubilização 

de lipossomas de fosfatilcolina de ovo por C12E8 e pelo sal biliar colato de Na+ e 

descreveram que estes lipossomas são lisados, formando micelas mistas de 

detergente/lipídio. Mostraram também que o C12E8 é bom solubilizante e age tanto na 

forma de monômero quanto acima de sua CMC, enquanto que o sal biliar só induz a 

lise em concentrações bem maiores que sua CMC (9 mM). Os artigos que relatam os 

efeitos dos CxEy  em membranas de eritrócitos (Isomaa et. al., 1986; Hägerstrand & 

Isomaa 1991; Ohnishi & Sagitani, 1993; Kellermayer et. al., 1994; Miseta et. al., 

1995; Pantaler et. al., 2000), estão relacionados principalmente aos estados pré-

líticos,  porém sem uma avaliação quantitativa do fenômeno hemolítico. 

Esmann & Skou (1984), mostraram boa eficiência de solubilização da bomba 

de sódio/potássio (Na+/K+ ATPase) de glândula retal por C12E8, com aumento da 

afinidade pelo substrato ATP, verificado pela diminuição na variação de seu KM. 

No presente trabalho utilizou-se inicialmente os surfatantes C10E8, C12E8, 

C14E8, C16E8, e C18E8, ou seja, homólogos de diferentes constituições da cauda 

hidrofóbica e cabeça hidrofílica constante. Além de estudarrmos a variação da cauda 

hidrofóbica da série, analizamos a variação da cabeça hidrofílica dos surfatantes e 

para isso utilizamos os surfatantes C12E4, C12E6, C12E8,  e C12E10, onde a cauda 

hidrofóbica de 12 carbonos permanece constante e a constituição da cabeça é 

variada.  

 

1.4.2  SURFATANTES  NÃO IÔNICOS DA SÉRIE RENEX 

Muitos detergentes não iônicos derivados do polioxietileno têm importância 

econômica mundial, dadas as suas propriedades de solubilização, que permitem que 

sejam usados na fabricação de produtos industriais, na área de farmácia, 
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cosméticos, química, etc. Polioxietileno nonilfenois como os detergentes da série 

Renex são usados como agentes espermicidas em preservativos (Galembeck et al., 

1998). Resultados anteriores de nosso laboratório mostraram que Renex de cabeças 

polares muito longas não são hemolíticos, embora interajam com as membranas, 

tornando-as mais fluidas (Galembeck et al., 1998). Neste trabalho estudou-se o efeito 

hemolítico de análogos da série Renex, contendo 6, 10 e 15 unidades de 

polioxietileno, com eritrócitos humanos.  

 

1.4.3  SURFATANTES  NÃO IÔNICOS DA SÉRIE TWEEN 

Tween é o nome comercial dado aos surfatantes derivados do polioxietileno-

sorbitol, onde o número de grupos polioxietileno é constante (20), variando a 

composição da cadeia de hidrocarbonetos. Dentro desta série, foram escolhidos três 

homólogos para estudo: Tween 20, derivado do ácido láurico, Tween 40, derivado do 

ácido palmítico e o Tween 80, derivado do ácido oléico.  

Cadeias hidrofílicas de polioxietileno (POE ou PEG) como as dos Tweens são 

de baixa toxicidade e, quando em interfaces ou superfícies têm a habilidade de 

suprimir a adsorção proteica e celular aos componentes do sangue. Além disso, 

micelas contendo PEG circulam no sangue por mais tempo porque escapam da 

filtração renal, devido à camada de hidratação conferida pelas cadeias grandes de 

PEG (Yokoyama et al., 1991; Torchilin, 2005). 

 

1.4.4  SAIS BILIARES 

Os sais biliares são detergentes biológicos, sintetizados no fígado (Attwood & 

Florence, 1983), a partir do colesterol, estocados na vesícula biliar e secretados 

pelos ductos biliares no duodeno, onde sua principal função é a emulsificação de 

gorduras. Os sais biliares são compostos alicíclicos, possuindo grupos carboxila e 

hidroxila.  

A Figura 1, mostra a estrutura químida dos sais biliares com suas abreviações: 

colato (C), desoxicolato (DC), ursodesoxicolato (UDC), litocolato (LC), glicocolato 

(GC), glicoxenodesoxicolato (GDC), taurocolato (TC) e tauroxenodesoxicolato (TDC). 

Os quatro primeiros compostos são chamados de sais biliares livres, enquanto GC e 
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GDC (substituídos com uma glicina na cabeça polar) e TC e TDC (substituídos com 

taurina) são chamados ácidos biliares de primeira e segunda passagem, 

respectivamente, indicando assim sua metabolização hepática, resultando em 

compostos menos hidrofóbicos e menos líticos (Baynes et al., 2000). 

A perda de uma única hidroxila, na posição 7 ou 12 (comparar a CMC dos 

pares: DC < C, GDC < GC and TDC < TC) causa redução significativa na CMC dos 

sais biliares, como mostra a Tabela 1. Já a conjugação dos sais biliares (passagem 

hepática) não causa variação evidente na CMC dos mesmos, em relação aos sais 

biliares livres. O pH tem uma influência na formação de micelas desses sais de ácido 

carboxílico. Os sais biliares que são moderadamente solúveis podem ser 

precipitados em soluções ácidas, inicialmente, sendo incorporados ou solubilizados 

em micelas existentes. No entanto, é importante ressaltar que a conjugação hepática 

faz aumentar significativamente o balanço hidrofílico-lipofílico – HLB - dos compostos 

(Tabela 1) (Baynes et al., 2000). 

A atividade lítica dos sais biliares é altamente dependente de sua estrutura 

química e de sua hidrofobicidade. A investigação do mecanismo de interação dos 

sais de colato com membranas celulares é, portanto, de maior importância 

(Mrówezynska & Bielawski, 2001). 

 

1.5  MEMBRANAS BIOLÓGICAS 

A membrana plasmática é a barreira entre o citoplasma da célula e o ambiente 

externo, controlando a passagem de metabólitos e de solutos em geral de um meio 

para outro. Em células de mamíferos ela é a única barreira, enquanto células de 

plantas e bactérias também possuem uma parede celular que mantém a integridade 

celular, apesar do transporte ainda ser controlado primariamente pela membrana 

plasmática. Basicamente, as membranas biológicas são constituídas de lipídios, 

proteínas e carboidratos (que aparecem em menor quantidade e são encontrados na 

forma de glicoproteínas ou glicolípidios). Os fosfolipídios são os lipídios mais 

abundantes nas membranas biológicas. Além dos fosfolipídios, os glicolipídios e os 

esteróis constituem os lipídios da maioria das membranas biológicas. No entanto, a 

proporção em que esses lipídios encontram-se distribuídos varia para cada espécie, 
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cada tecido e cada organela de um certo tipo celular, como será discutido a seguir 

(Nelson & Cox, 2000). 

As membranas podem ser descritas pelo modelo do mosaico fluído, proposto 

por Singer e Nicolson (1972), mostrado esquematicamente na figura 3. Neste 

modelo, os lipídios da bicamada formam uma mistura uniforme e homogênea. No 

entanto, muitas evidências têm revelado a existência de domínios lipídicos 

especializados nas membranas (Ahmed et al., 1997). Os estudos desses domínios 

têm ajudado a explicar a existência de uma variedade de lipídios nas membranas 

biológicas já que essa diversidade lipídica seria desnecessária se as membranas 

atuassem apenas como uma barreira hidrofóbica (Schuck et al., 2003). 

Devido à mistura de lipídios e à estrutura da maioria dos fosfolipídios, 

apresentando cadeias acilas com baixo ponto de fusão nas membranas celulares, 

estes geralmente encontram-se na fase líquido-cristalino (lc) também chamada de 

líquido-desordenada (ld), ou seja, as cadeias acilas são fluidas e desordenadas 

(Brown & London, 1998a,b). Muitos estudos têm sugerido que as membranas 

plasmáticas de células eucarióticas não estão totalmente no estado ld (Brown & 

London, 1998a). As membranas podem se encontrar, pelo menos parcialmente, na 

fase líquido-ordenada (lo). A fase lo é caracterizada por um alto grau de ordem das 

cadeias acilas e é favorecida por lipídios com ponto de fusão elevado, como os de 

cadeias acilas saturadas (Brown & London, 1998b). A fase lo apresenta propriedades 

intermediárias  entre o estado gel e fluido. Assim como os lipídios na fase ld, os 

lipídios na fase lo exibem uma mobilidade lateral relativamente rápida dentro da 

bicamada (Ahmed et al., 1997). 

 Nas membranas celulares a fase lo apresenta normalmente uma proporção 

suficiente de colesterol e esfingolipídios formando microdomínios pela fase ld. Esses 

microdomínios são denominados “lipid rafts” (Simons & Ikonen, 1997; Brown & 

London, 1998b; Ikonen, 2001; Schuck et al., 2003). Estudos têm revelado que a 4 ºC 

fragmentos de membrana, insolúveis em detergentes não-iônicos são formados, 

evidenciando a existência desses microdomínios. Essas porções de membrana 

resistentes a detergentes chamadas de “DRMs” são ricas em colesterol e 
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esfingolipídios e podem existir em membranas na fase líquido-ordenada (lo) (Brown 

& London, 1998a). 

 DRMs podem ser isoladas de quase todos os tipos de células de mamíferos e 

provavelmente se originam da membrana plasmática, embora também sejam 

derivadas de membranas intracelulares (Brown & London, 1998b). Nos últimos anos, 

diversos estudos têm sido feitos para tentar correlacionar a composição de DRMs 

com os componentes dos “lipid rafts”, nativos em membranas celulares. Segundo 

Schuck e col. (2003) diferentes tipos de domínios resistentes a detergentes podem 

existir, mas a presença de proteínas ou lipídios em DRMs obtidos com um 

detergente particular não necessariamente indica associação com os mesmos 

domínios na membrana nativa. Além disso, o isolamento de DRMs com diferentes 

detergentes não fornece informações sobre a organização espacial das membranas. 

A associação de proteínas e lipídios em DRMs reflete somente o resultado final do 

processo de extração (Schuck et al., 2003). 

Acredita-se que os “lipid rafts” estejam envolvidos no processo do tráfego 

intracelular de proteínas e lipídios, destacando-se a atuação em transdução de sinal 

(Simons & Ikonen, 1997; Brown & London, 1998b; Ikonen, 2001). Apesar de vários 

trabalhos apontarem características e funções dos “lipid rafts” alguns autores ainda 

questionam a validade destas colocações visto que o resultado de muitos estudos 

morfológicos revelou que se os rafts existem, eles são muito difíceis de serem vistos 

(Rock et al., 1990). De acordo com um trabalho recente de Heerklotz (2002), que 

descreve a formação de domínios ordenados promovidos por Triton, a identificação 

de DRMs com “rafts” funcionais ainda é questionável. 

Embebidas na membrana estão as proteínas com função de transporte e 

receptores, necessários ao funcionamento da célula. Essas proteínas são 

denominadas “intrínsecas”, em oposição às denominadas “extrínsecas”, que se 

encontram associadas à superfície da membrana (e não atravessam a bicamada). 

Em membranas plasmáticas, as proteínas extrínsecas associadas a proteínas 

globulares intracelulares formam uma malha rígida (citoesqueleto) que ajuda a 

manter a integridade da célula. 
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Figura 3 - Representação de uma membrana biológica segundo o Modelo do Mosaico fluido de 
Singer & Nicolson (1972) 

 

 

1.5.1  MEMBRANA ERITROCITÁRIA 

O eritrócito de mamíferos, célula vermelha do sangue, é uma célula anucleada 

de forma discóide bicôncava que contém hemoglobina em concentração elevada 

(cerca de 5 mM/célula, Bull et al., 1990). Muitos autores não consideram os eritrócitos 

como células verdadeiras, por não possuirem núcleo nem organelas intracelulares. 

Para estes autores, eritrócitos seriam remanescentes celulares, contendo proteínas e 

íons específicos que podem estar presentes em altas concentrações. A hemoglobina é 

a proteína presente em maior quantidade nos eritrócitos, e é sintetizada nas células 

precursoras dos eritrócitos - eritroblastos e reticulócitos - sob um controle rígido 

determinado pela concentração do grupo heme, cuja síntese envolve a quelação de 

íons ferro reduzidos (Fe2+) por quatro átomos de nitrogênio no centro de um anel de 

porfirina. Os eritrócitos têm como funções importantes o transporte de O2 e a remoção 

do CO2 e do H+; como os eritrócitos não possuem organelas celulares, não são 

capazes de sintetizar proteínas nem de reparar danos. Como resultado, os eritrócitos 

possuem uma vida média curta de 60 – 120 dias antes de serem apreendidos e 

degradados no baço (Baynes et al., 2000). Para cumprir a função de transportar a 

hemoglobina e levar oxigênio a todas as células, um eritrócito percorre todos os vasos 

sanguíneos do organismo aproximadamente 500.000 vezes, durante sua vida (Bull et 

al., 1990) e é capaz de transpor capilares e sinusóides de diâmetros de 3 a 4 µm, que 
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correspondem a metade de seu próprio diâmetro, de 7 a 9 µm (Scherier, 1985; Bull et 

al., 1990). Tais fenômenos só são possíveis graças à extrema resistência e 

deformabilidade da membrana do eritrócito (Lux, 1988). A membrana plasmática  do 

eritrócito também isola o conteúdo celular do meio exterior e ainda regula 

concentrações intracelulares de cátions e interage com o ambiente via receptores de 

membrana (Low et al., 2002). Durante sua vida na circulação sofre modificações no 

conteúdo de lipídios e proteínas de membrana, na fluidez, na atividade enzimática, na 

permeabilidade iônica e no tamanho (Jain, 1988; Hollan, 1996).  

O eritrócito gera ATP através da glicólise para manter suas funções fisiológicas. 

A concentração intracelular de ATP influencia as propriedades morfológicas e 

mecânicas dos eritrócitos. Um longo tempo de estocagem ou o esgotamento 

metabólico causam uma diminuição da microviscosidade da membrana celular. O nível 

intracelular de ATP influencia o estado tanto dos lipídios como das proteínas da 

membrana eritrocitária indicando um papel importante do ATP na regulação das 

propriedades dinâmicas da membrana (Mosior et al., 1990; Murray, 1998). O 

metabolismo do eritrócito torna-se progressivamente menos ativo e, com o passar do 

tempo, as células ficam cada vez mais frágeis; quando a membrana da hemácia fica 

muito frágil, a célula se rompe durante a passagem por capilares sinusoides, de 

diâmetro inferior ao daquela célula (Berg et al., 2004). 

A membrana do eritrócito (Figura 4), devido à sua facilidade de obtenção e 

isolamento, tem sido extensivamente estudada, e suas características principais são 

bastante conhecidas, sendo um ótimo modelo para o estudo de membranas mais 

complexas, e de outros tipos de células (Laurialt & OBrien, 1991). Dessa forma, esta 

membrana tem sido empregada para estudos de solubilização com surfatantes 

clássicos ou não (Malheiros et al., 2000; Low et al., 2002). A proporção, em peso, de 

proteínas:lipídios:carboidratos é de 49:43:8 nessas membranas (Montgomery, 1994). 
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Figura 4 - Representação esquemática da face interna  membrana eritrocitária (Voet & Voet, 1990). 

 

A principal classe de lipídios da membrana eritrocitária, bem como na maior 

parte das membranas biológicas, é a dos fosfolípidios. Segundo Storch & Kleinfeld 

(1985) a composição lipídica da membrana eritrocitária é: fosfolipídios (47,5%), 

colesterol (25%), esfingomielina (17,5%) e glicolipídios (10%). Os fosfolipídios estão 

distribuídos assimetricamente entre as monocamadas interna e externa da 

membrana eritrocitária. A fosfatidilserina (PS) e a fosfatidiletanolamina (PE) se 

localizam preferencialmente na monocamada interna (Devaux, 1991; Schroit & Zwall, 

1991), enquanto a fosfatidilcolina (PC) e a esfingomielina (SM) encontram-se 

preferencialmente na monocamada externa (Connor et al., 1990; Devaux, 1991; 

Schroit & Zwall, 1991). 

Os mecanismos responsáveis pela manutenção dessa assimetria são: i) a 

interação preferencial de fosfolipídios com proteínas da membrana (principalmente 

com a espectrina), fixando esses compostos na monocamada interna e ii) a 

existência de translocases (ou flipases) responsáveis pela translocação específica, 

ATP-dependente, dos fosfolipídios com distribuição assimétrica entre as 

monocamadas externa e interna (Middelkoop et al., 1988; Devaux, 1991; Wilson et 

al., 1993). 

Os lipídios orientam-se na bicamada expondo sua parte polar ao meio aquoso 

(Connor et al., 1990) como mostra a figura 4. As proteínas intrínsecas têm uma 
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porção hidrofóbica que interage com os lipídios, atravessando a bicamada. A maioria 

das proteínas extrínsecas da membrana eritrocitária está envolvida na formação de 

um extenso retículo submembranar, que se projeta para o lado citoplasmático da 

membrana (Figura 4), formando o citoesqueleto eritrocitário. O citoesqueleto 

eritrocitário é composto por actina, proteína 4,1 (banda 4,1) e espectrina, sendo esta 

última o seu principal componente. A conexão entre as proteínas intrínsecas e a 

espectrina do citoesqueleto é feita por uma família de proteínas chamadas 

anquirinas. A interação da membrana com a espectrina seria responsável pela 

manutenção da integridade da célula na circulação sangüínea (Platt et al., 1993, 

1995). Interações eletrostáticas parecem estar envolvidas na interação da espectrina 

com a membrana (Kahana et al., 1991), enquanto a existência de regiões 

hidrofóbicas na molécula sugere que essas também sejam importantes para a 

manutenção da forma do eritrócito (Streichman et al., 1991). 

Além do citoesqueleto, a membrana do eritrócito possui em sua face externa 

uma outra particularidade: o glicocálix, composto pela glicoforina (proteína intrínseca 

cuja única cadeia polipeptídica está associada a 16 resíduos de monossacarídios) e 

outras glicoproteínas e glicolipídios. Essa região, bastante hidrofílica pela 

característica dos grupamentos OH dos açúcares, tem espessura de 100 nm, isto é 

20 vezes maior que o da própria bicamada lipídica (Nelson & Cox, 2000), e constitui 

uma “barreira adicional” ao eritrócito. É importante considerar essas caracteríticas da 

membrana eritrocitária quando se estuda a ação de surfatantes sobre a mesma. 

Estes surfatantes são capazes de conferir uma proteção contra a lise de eritrócitos e 

lipossomos (Ribas, 1997; Galembeck et al., 1998;), quando em concentrações baixas 

(abaixo de sua cmc). Já acima da cmc o dano efetivo de detergentes como os sais 

biliares, em membranas celulares é um fenômeno bem estabelecido. A membrana do 

eritrócito é um modelo conveniente para investigação do fenômeno lítico, sendo 

possível e útil o relato da atividade hemolítica de diferentes detergentes, para avaliar 

sua citotoxidade ou vantagens como solubilizantes (Mrówezynska & Bielawski, 

2001). 

Recentemente, tem sido demonstradas fortes evidências da existência de 

DRMs em eritrócitos (Salzer & Prohaska, 2001; Rivas & Gennaro, 2003). 
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 Samuel e col. (2001) isolaram proteínas associadas aos “rafts” em seus 

estudos com eritrócitos depletados de colesterol. O isolamento dessas proteínas foi 

justificado pela depleção do colesterol, que possibilitaria uma ruptura na estrutura do 

“raft”. No entanto, resultados de ressonância paramagnética eletrônica (RPE), 

demonstraram claramente que a matriz lipídica dos “rafts” de eritrócitos ainda 

permanece, mesmo após uma depleção de 40% do colesterol (Rivas & Gennaro, 

2003). Além de demonstrar a existência de DRM em eritrócitos depletados de 

colesterol, os resultados de RPE apresentados por Rivas & Gennaro (2003) são 

consistentes com o proposto estado líquido-ordenado dessas estruturas (“lipid rafts”) 

membranares (London & Brown, 2000). De acordo com Salzer & Prohaska (2001), 

flotilina-1,2 e estomatina correspondem às principais proteínas integrais dos “lipid 

rafts” dos eritrócitos. As bandas dessas proteínas foram detectadas apenas em 

frações de DRM de eritrócitos que não foram depletados de colesterol (Rivas & 

Gennaro, 2003). O fato dessas proteínas não estarem presentes nas células 

eritrocitárias depletadas de colesterol reflete a importância do colesterol na estrutura 

dos “rafts”. No entanto, a depleção de colesterol não deve necessariamente ser a 

causa da ruptura de “rafts”, pois como demonstrado em eritrócitos, essa depleção 

pode apenas facilitar a solubilização das proteínas associadas aos “rafts” (Rivas & 

Gennaro, 2003).  

 

1.5.2 INTERAÇÃO DE SURFATANTES NÃO IÔNICOS COM 

MEMBRANAS 

Edwards & Almgreen (1990) descrevem três fases na interação de 

surfatantes não-iônicos com lipossomas (Figura 5). 
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Figura 5 - Perfil de estabilidade de lipossomas convencionais sonicados em função da concentração 
de surfatante (Santana et al., 1993 

 

Na primeira etapa, marcada pela baixíssima concentração de surfatantes, o 

tamanho das vesículas (que pode ser acompanhado pelo aumento na dispersão de 

luz), permanece aproximadamente igual ao inicial, sugerindo que as moléculas de 

surfatantes intercaladas não causam grandes modificações nas vesículas. Na 

segunda etapa, monômeros do surfatante são incorporados na bicamada causando 

aumento da área total. Na terceira etapa, após uma razão crítica surfatante:lipídio, 

acontece o rompimento da membrana e a formação de micelas mistas (Edwards & 

Almgren, 1990). A figura 5 demonstra a medida dessas três etapas na solubilização 

de lipossomos por C12E5 (Santana et al., 1993). 

Essa descrição revela detalhes da interação molecular dos surfatantes não-

iônicos com a bicamada lipídica que acreditamos ser a responsável pelo efeito dessa 

classe de surfatantes em membranas biológicas. A troca de monômeros (surfatante e 

fosfolipídios) nas fases 1 a 3 jusfica a extração indireta de proteínas membranares 

(Bangham & Lea, 1978; Pratt & Cook, 1979; Loizaga et al., 1979; Neugebauer, 1994; 

Molloy et al., 1998), DNA (Cummis & Ekeze, 1997) e também a solubilização da 

membrana (rompimento).  

Conhecer a interação dos surfatantes com membranas biológicas é muito 

importante para definir possíveis aplicações dessas moléculas nas diversas linhas de 

pesquisa. Vários autores têm investigado essa interação no que diz respeito à 

hemólise. Isomaa e col. (1986) estudaram as alterações de permeabilidade induzida 
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por anfifílicos com diferentes comprimentos da cadeia alquila, em eritrócitos 

humanos. Trägner & Csordas, (1987) observaram um efeito bifásico (proteção e 

hemólise) na interação dos surfatantes da série Triton com membranas de eritrócito. 

Ohnishi & Sagitani (1993) estudaram o efeito da estrutura de surfatantes não-iônicos 

com cadeia de polióxido de etileno em relação à hemólise e observaram que a 

atividade hemolítica desses surfatantes diminui com o aumento da cadeia de 

polióxido de etileno. 

A ação de surfatantes clássicos em sistemas biológicos como agentes 

promotores de lise, extratores de componentes hidrofóbicos (proteínas e lipídios) ou 

ainda como solubilizadores de membrana tem sido amplamente estudada (Helenius 

et al., 1975; Lichtenberg, 1985, 2000; Brener et al., 1995; Lasch, 1995; Minuth et al., 

1995; Jones, 1999; le Maire et al., 2000; Preté et al., 2002a, b). 

 Em geral, os surfatantes não-iônicos como polioxietilenos solubilizam 

proteínas de membrana sem afetar características estruturais importantes. No 

entanto, alguns surfatantes como octilglicosídeo e C8E4 ou C8E5 que apresentam a 

cadeia alquila curta (C7–C10) são mais desnaturantes do que seus correspondentes 

com uma cadeia alquila intermediária (C12-C14) (le Maire et al., 2000). 

O estudo feito por Schuck e col. (2003) demonstrou que DRMs preparadas 

com uma variedade de detergentes moderados apresentam consideráveis diferenças 

qualitativas e quantitativas no conteúdo protéico e lipídico, e essas diferenças 

também dependem do tipo celular. As observações feitas em eritrócitos sugerem que 

o Triton X-100 é capaz de solubilizar proteínas associadas a DRM quando os 

eritrócitos são depletados de colesterol (Rivas & Gennaro, 2003). 

Bielawski e col. (1995), usando o surfatante não iônico Tween 80 em 

eritrócitos de rato, demonstraram que o mesmo apresentou comportamento bifásico 

em relação à lise de eritrócitos.  

Galembeck e col. (1998) demonstraram que surfatantes da série Renex, 

definidos quimicamente como nonilfenóis polietoxilados (surfatante não-iônico) 

também apresentam comportamento bifásico em relação à lise de eritrócitos, 

dependendo da concentração e da estrutura das suas cadeias laterais. Entre os 

surfatantes da série Renex estudados, o Renex 95 apresentou maior efeito 
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hemolítico em meio isotônico. O Renex 200, não apresentou propriedade hemolítica 

ou protetora e o Renex 1000 apresentou uma eficiente ação protetora à hemólise 

provavelmente devido à cadeia de polióxido de etileno (POE) ser muito grande, 

podendo formar uma capa protetora ao redor do eritrócito. Através da técnica de 

RPE e utilizando como marcador o ácido 5-doxil esteárico, Galembeck e col. (1998), 

avaliaram a fluidez de ghosts de eritrócitos pela estimativa do parâmetro de ordem 

(S) e observaram que os três surfatantes utilizados (Renex 95, 200 e 1000), 

aumentam a fluidez dessas membranas, mas ressaltam que os marcadores 

utilizados diferem entre si, quanto a localização preferencial, enquanto que para o 

Renex 95 os marcadores distribuem-se entre as micelas mistas formadas entre 

surfatante e fosfolipídios, para os Renex 200 e 1000 os marcadores encontram-se 

nas micelas formadas apenas pelos surfatantes.   

Estudando os surfatantes da série Tween, verificamos que o efeito hemolítico 

dos Tweens (20, 40 e 80) medidos por liberação de Hb, acontece em razões molares 

Tween:membrana (7,34:1 , 81,05:1 e 90,49:1, respectivamente) maiores que as 

observadas com  Triton X100 (0,22:1) (Preté et al., 2002). Mesmo considerando o 

alto HLB dessa série, as razões molares são muito grandes em relação aos valores 

de literatura para outros surfatantes não-iônicos e ainda que esses surfatantes têm 

efeito protetor e lítico acima das suas respectivas CMCs (59, 27 e 12 µM), enquanto 

que para o Triton X100 este efeito ocorre próximo à sua CMC (0,25 mM). A razão 

molar surfatante:lipídio na membrana para proteção (Rprot) e hemólise (Rsat e Rsol) 

revela o perfil da atividade lítica desses surfatantes que segue a ordem a seguir: 

Triton X100 > Tween 20 > Tween 40 > Tween 80. O efeito protetor dos Tweens tem 

característica ímpar, pois a proteção estende-se por uma faixa ampla de 

concentração, ocorre em concentrações superiores a CMC, e é proporcional a 

hidrofilicidade da molécula (Tween 20 > Tween 40 > Tween 80) e ainda concluem 

que os Tweens são fracos agentes hemolíticos (em relação a outros surfatantes não-

iônicos como o Triton X100), o que deve ser justificado pela baixa taxa de troca entre 

monômeros/lipídios de membrana levando à estabilização da membrana, 

evidenciada pelos ensaios de proteção à hemólise. 
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Domigues e col. (2005), utilizando os surfatantes ASB-14 e ASB-16, 

observaram que os valores de Re dos análogos ASB-14 e ASB-16 solubilizam 

membranas biológicas em razões molares surfatante/lipídio menores que o 

surfatante clássico Triton X-100. Isto significa que estes dois surfatantes apresentam 

alto potencial de interação com membranas biológicas e podem ser explorados nos 

processos de solubilização de lipídios e proteínas de membranas, conforme 

apontado alguns estudos (Chevallet et al., 1998; Molloy et al., 1998; Henningsen et 

al., 2002). Os valores de Kb determinados confirmam esta alta afinidade 

ASB/membrana eritrocitária, explicando o alto potencial lítico dos mesmos. Para o 

ASB-16, que apresentou menores valores de Re, os valores limites para co-existência 

de membranas mistas e micelas mistas estão entre 0,08 (Re
sat) e 0,16 (Re

sol) 

surfatante/lipídio de membrana.  

 

1.5.3    HEMÓLISE ISOTÔNICA 

A primeira tentativa de elucidar o fenômeno de hemólise isotônica induzida por 

xenobióticos data de 1966, quando Seeman classificou os agentes hemolíticos em 

dois grupos: as hemolisinas específicas e as não específicas. As primeiras induziriam 

hemólise mesmo em pequenas concentrações ligando-se especificamente à 

componentes (receptor ou composto específico) da membrana. Seriam exemplos de 

hemolisinas específicas a digitonina, saponina, holoturina A, entre outras. As 

hemolisinas não específicas, por sua vez seriam as que protegem eritrócitos contra 

hemólise hiposmótica em pequenas concentrações, mas que induzem hemólise 

quando em altas concentrações. Exemplos de hemolisinas não específicas incluem 

álcoois, vitamina A, lecitinas, ácido esteárico, surtatantes, agentes fenotiazínicos, 

antiinflamatórios, anestésicos locais entre outros (Seeman, 1972). O método 

proposto por Seeman para distinguir entre agentes que atuam ou não em 

componentes específicos de membrana não permite a elucidação de questões 

importantes sobre o assunto, tais como: o modo de interação entre a droga e a 

membrana eritrocitária e com quais componentes da membrana a droga interage. 

A hemólise ocorre quando há perda da integridade da membrana eritrocitária e 

proteínas e outras moléculas passam pela membrana. Esse processo pode ser 
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facilmente monitorado fotometricamente, pela liberação de hemoglobina intracelular. 

Vários fatores contribuem para a ocorrência de hemólise como temperatura, pH, 

concentração de eritrócito, concentração de surfatante e concentração e natureza 

dos íons presentes. A concentração de surfatante necessária para causar um certo 

grau hemolítico em eritrócitos varia de uma espécie para outra (Gloxhuber, 1980). 

Têm-se demonstrado que um número imenso de compostos anfifílicos pode 

induzir hemólise em condições isosmóticas. Assim, a ação de álcoois (Seeman et al., 

1970; Castro et al., 1990; Chi & Wu, 1991), surtatantes (Helenius & Simons, 1975; 

Isomaa et al., 1986; Trägner et al., 1987; Ohnishi & Sagitani, 1993; Chernitsky & 

Senkovich, 1997; Galembeck et al., 1998), peptídeos (Ramalingam & Bello, 1992), 

sais de sílica (Macnab & Harington, 1967), ciclodextrinas (Weisz et al., 1993; Irie & 

Uekama, 1997), fenotiazínicos (Lieber et al., 1984, Malheiros et al., 1998), 

lisofosfatidilcolina (Weltzien, 1979), gramicidina (Katsu et al., 1989), antihelmintícos 

(Malheiros et al., 2000), anestésicos locais (Seeman & Roth, 1972; Malheiros et al., 

2000), sobre eritrócitos têm sido objeto de estudo na tentativa de elucidar o 

mecanismo de indução de hemólise. Em todos esses casos, a intercalação física do 

composto na bicamada leva à desestabilização e ruptura da membrana. 

Sugere-se que a hemólise isotônica induzida por um grande número de 

compostos ocorreria pela perda da permeabilidade seletiva da membrana. O 

monitoramento da integridade dos eritrócitos pode ser feito com relativa facilidade, 

detectando-se fotometricamente a hemoglobina liberada em solução (Laurialt & 

OBrien, 1991; Malheiros et al., 1998, Malheiros et al., 2000) ou, 

potenciometricamente, o potássio liberado no meio extracelular, sugerindo que a lise 

ocorreria em função da formação de pequenos poros na membrana (Chi & Wu, 1991; 

Harano et al., 1994; Bogner et al., 1996). Este mecanismo é conhecido como 

coloidosmótico e sugere que os pequenos poros permitem o equilíbrio entre íons, 

mas a retenção da hemoglobina e seus contra-íons dentro da célula, levaria a um 

desequilíbrio osmótico, e conseqüente entrada de água, culminando na ruptura total 

da membrana. 

Hägerstrand & Isomaa (1989) descreveram o fenômeno hemolítico que 

acompanha a partição de moléculas anfipáticas em membranas naturais e artificiais 
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de modo bastante interessante, considerando que a membrana de eritrócitos pode 

incorporar uma grande quantidade de anfifílicos sem perder sua integridade e 

propriedades de barreira. A intercalação de anfifílicos nas membranas seria, no 

entanto, associada a grandes rearranjos no interior da bicamada lipídica. Assim, ao 

se intercalar na membrana, os anfifílicos disparariam o aparecimento de uma fase 

transiente, decorrente de uma redistribuição rápida das moléculas do anfifílico bem 

como dos lipídios da bicamada. Em concentrações sublíticas altas ocorreria um 

processo adicional, envolvendo a liberação de vesículas ("budding"). Acredita-se que 

uma mudança na forma dos eritrócitos para a forma equinocítica ou estomatocítica 

seja um pré-requisito para ocorrer, respectivamente, uma exo ou endovesiculação. 

Em concentrações ainda mais elevadas a estrutura da bicamada colapsa e a célula é 

lisada. 

Outro fator determinante na hemólise é a capacidade oxidante que muitos 

compostos químicos apresentam. Drogas hemolíticas como a aspirina, analina, 

acetanalida, fenacetina, sulfanilamidas e os agentes antimaláricos primaquina, 

pamaquina e pentaquina (Cohen & Hochsteins, 1964; Goldberg & Sterm, 1976; Koga 

et al., 1997) são convertidos, in vivo, em derivados auto-oxidáveis, o que poderia 

justificar sua ação hemolítica. Estes compostos favoreceriam reações oxidativas que 

elevam os níveis celulares do ânion superóxido e do peróxido de hidrogênio, 

disparando uma série de processos (oxidação da hemoglobina, peroxidação lipídica 

e inibição da glicólise) culminando na lise do eritrócito (Golberg & Sterm, 1976; 

Thornalley, 1983; Faivre et al., 1998; Ziopuzenkova et al., 1999).  

Lichtenberg (1985) propôs uma metodologia que permite analisar 

quantitativamente o efeito lítico induzido por surtatantes e outros anfifílicos sobre 

lipossomas. A metodologia determina a razão efetiva surfatante/lipídio na membrana 

(Re) para saturação ou solubilização da membrana lipídica. Além de permitir o cálculo 

da razão droga/lipídio, a metodologia proposta por Lichtenberg permite o cálculo da 

constante de ligação (Kb) do surtatante à membrana, e fornece uma estimativa da 

CMC. 

Recentemente, o mesmo autor (Lichtenberg et al., 2000) descreveu o 

processo de solubilização de membrana induzido por surfatantes como uma 
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transição bicamada-micela. Dessa forma, fosfolipídios e surfatantes formam 

agregados mistos em solução aquosa e a estrutura desses agregados pode ser 

micelar ou lamelar, dependendo da concentração dos dois compostos (fosfolipídio e 

surfatante). Quando a razão surfatante/lipídio é baixa a estrutura lamelar da 

membrana é mantida, mas quando esta razão é alta, micelas mistas são formadas 

(compostas por surfatantes, fosfolipídios e proteínas de membrana) e em razões 

intermediárias de surfatante/lipídio misturas destes dois tipos de agregados são 

detectadas (Figura 6). Neste caso, através de ensaios hemolíticos, determina-se Dt
sat 

e Dt
sol (concentração de surfatante necessária para início e total solubilização da 

membrana, respectivamente) em diferentes concentrações de membrana. Destes 

ensaios determina-se a razão molar efetiva surfatante/lipídio (Re) para o início (Re
sat) 

e total solubilização (Re
sol) da membrana pelo coeficiente angular da reta descrito 

pela equação 2 (Lichtenberg, 1985; 2000; Partearroyo et al., 1992; Requero et al., 

1995; Malheiros et al., 1998;  2000): 

 
Dt =  Re [ L  +  1  /  {Kb ( Re  +  1 )}]     (2) 

 

onde Dt é a concentração total de surfatante (Dt
sat , Dt

sol) e L é a concentração de 

lipídio. Os valores de Re
sat e Re

sol representam o limite em termos de razão 

surfatante/lipídio para a co-existência de membranas mistas e micelas mistas 

(Lichtenberg et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 30

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 - Esquema de um diagrama de fase de um sistema misto lipídio-surfatante. As linhas 
representam a concentração de surfatante necessária para o início da solubilização lipídica (Dt

sat
) e a 

concentração de surfatante necessária para a completa solubilização (Dt
sol

) como uma função da 
concentração de lipídios. Essas linhas são os limites das concentrações de lipídio e surfatante onde 
vesículas mistas coexistem com micelas mistas. 
 
 

De acordo com Lichtenberg (1985, 2000), o intercepto nas ordenadas, 

referente às linhas apresentadas na Figura 6 representa a concentração de 

detergente livre em água (Dw). Esses dados permitem, ainda, calcular a constante de 

ligação molar (Kb) dos surfatantes com a membrana.  

Em relação ao fenômeno lítico, nosso grupo de pesquisa propôs uma 

representação dos diferentes equilíbrios que acompanhariam o efeito solubilizador da 

membrana, incluindo a solubilização aquosa do composto, a ligação à membrana, a 

formação de membranas mistas até a transição e formação de micelas mistas, 

representados na Figura 7 (Schreier et al., 2000).  
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Figura 7 – Adaptação do esquema dos possíveis eventos envolvidos na interação de surfatante com 
membrana biológica, iniciando do estado sólido. Os processos correspondem à: 1- solubilização do 
anfifílico; 2- equilíbrios entre monômero-agregado; 3- ligação do monômero à membrana; 4- 
equilíbrios do anfifílico entre micela-membrana. Após a saturação da membrana, moléculas do 
surfatante saem da membrana carregando componentes da membrana (lipídios e proteínas). As 
constantes representam cada processo. Os prováveis eventos resultantes da interação surfatante-
membrana estão listados no esquema (Schreier  et al., 2000). 
 
 
 

 

No presente trabalho investigou-se a interação de surtatantes clássicos com a 

membrana eritrocitária: 1) através da análise quantitativa de hemólise e 2) pelas 

perturbações da membrana, medidas por EPR (Ressonância Paramagnética 

Eletrônica), comparando esses dados para facilitar o entendimento do mecanismo de 

lise e a melhor aplicação dos detergentes clássicos. 

 

 



 32

2  OBJETIVOS 

 

Este trabalho teve como objetivos: 

 

• Estudar a interação dos surfatantes, com membranas de eritrócitos, 

visando esclarecer a natureza dessa interação e os mecanismos 

envolvidos na hemólise, utilizando 5 difetentes famílias: Série 

polioxietileno alquil éter, homólogos de diferentes constituições da 

cauda hidrofóbica e cabeça hidrofílica, Sais biliares, Polioxietileno-

nonilfenóis (Renex), Polioxietileno-sorbitóis (Tween) e t-octilfenoloxy-

polietoxietileno (TTX-100); 

• Comparar os resultados do efeito hemolítico quanto à variação da 

cauda hidróbica e da cabeça hidrofílica dos surfatantes bem como as 

demais propriedades; 

• Comparar os resultados obtidos com o surfatante não-iônico TTX-100 e 

demais. Essa comparação será avaliada quanto a razão efetiva 

surfatante:lipídio, para a solubilização dos eritrócitos, de acordo com o 

tratamento clássico de Lichtenberg (1985) para agentes tensoativos; 

• Estudar através do EPR (variação do grau de organização dessas 

membranas), procurando esclarecer as transições envolvidas no 

processo hemolítico; 

• Estudar o mecanismo de hemólise causado por surfatantes. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Materiais  

Os surtatantes das séries: polioxietileno alquil éter-CxEy (C10E8, C12E2, C12E4, 

C12E5, C12E6, C12E8, C12E10, C12E23, C14E8, C16E8, e C18E8), t-octilfenoloxy-

polietoxietileno-TTX-100, Polioxietileno-sorbitóis-Tween (20, 40 e 80) e os sais 

biliares (Desoxicolato, Litocolato, Ursodesoxicolato, Glicocolato, Glicodesoxicolato, 

Taurocolato, Taurodesoxicolato), foram obtidos da Sigma Chemical Co. Os 

detergentes da série Polioxietileno-nonilfenóis-Renex (60, 95, 100, 150 e 230), foram 

gentilmente doados pela indústria Oxiteno do Brasil, São Paulo/SP.  

           O sangue humano foi cedido pelo Hemocentro da Unicamp. As bolsas de 

sangue eram recentes (até 3 dias da data de coleta) e possuíam sorologia negativa 

para Chagas, sífilis, AIDS e hepatite B. É importante ressaltar que somente após a 

aprovação deste projeto de pesquisa pela diretoria da Unidade (Hemocentro) as 

bolsas de sangue foram fornecidas para a pesquisa. (Parecer projeto 397/2003) 

 

3.2 Métodos  

3.2.1  Caracterização Óptica dos Surfactantes  

A partir de estoques mantidos ao abrigo da luz, as soluções de surfactantes 

foram preparadas no mesmo dia de uso e solubilizadas nos devidos tampões de 

trabalho, de acordo com o objetivo do experimento. 

Nesta caracterização foram feitas varreduras do espectro de absorção no UV-

visível  (200-700 nm) de soluções conhecidas de todos os surfatantes (citados no 

item 3.1) em espectrofotômetro Beckman modelo DU70. As soluções foram 

preparadas em condições de pH e osmolaridade fisiológica (pH 7,4 e 154 mM NaCl). 

Todas as medidas foram feitas na temperatura ambiente (22-25oC) 
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3.2.2  Testes de Autoxidação dos Surfactantes 

 Testamos a oxidação dos surfactantes através da determinação da presença de 

peróxido nos estoques de surfactantes puros usando teste colorimétrico com iodeto 

de potássio (Merck Standarts, 1972). 

 Em resumo: preparou-se uma solução 10% m/v de KI e adicionou-se uma 

alíquota (100 µl) do surfactante, na proporção 1:11 (KI : surfactante). As soluções de 

surfactantes foram preparadas, a partir de estoques mantidos no escuro e 

temperatura ambiente. As soluções obtidas foram agitadas e mantidas no escuro por 

1 hora. A presença de peróxido foi determinada pelo aparecimento de coloração 

amarelada na solução, devido à oxidação do iodeto a iodo molecular (absorbância 

determinada em espectrofotômetro a 353 nm). 

 

3.2.3  Preparo da Suspensão de Eritrócitos 

 O sangue humano com anticoagulante (27 mM citrato sódico, 72 mM cloreto 

sódico, 114 mM glicose e 2.6 mM ácido cítrico) foi centrifugado por 5 min. a 700 xg. 

O plasma, células brancas e gorduras removidos por aspiração. As células 

vermelhas foram ressuspensas em tampão fosfato, PBS 5 mM (NaH2PO4 2mM, 

Na2HPO4 3 mM e NaCl 154 mM), pH 7,4, tampão de osmolaridade e pH fisiológico, 

sendo novamente centrifugadas nas mesmas condições. Após três repetições 

consecutivas desse processo obtêm-se um concentrado de hemáceas que é mantido 

sob refrigeração (4 oC). Esta “papa” de hemáceas, com concentração de 100% 

(Ht100%) foi diluída para hematrócritos diferentes com o mesmo tampão, de acordo 

com o objetivo do experimento (0,075%, 0,15%, 0,225%, 0,3% ou 40%).  

 

3.2.4 Teste Hemolíticos em meio isotônico 

 A determinação da resistência à hemólise foi acompanhada pela incubação 

das suspensões de eritrócitos em solução isotônica (PBS) com diferentes 

concentrações dos surfatantes citados no item (3.1). Após incubação de 15 min. a 

37oC  as amostras foram centrifugadas por 5 min. a 1500 xg e a concentração de 

hemoglobina no sobrenadante determinada espectrofotometricamente a 540 nm. 

Nesse comprimento de onda o coeficiente de extinção molar da oxi-Hb é de 55.200 
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(Riggs, 1981). Foram realizadas  medidas em triplicatas para cada concentração de 

surfatante e também para os seguintes controles: c1= eritrócitos em PBS (controle de 

hemólise mecânica) e c2= eritrócitos em água destilada (controle de hemólise total). 

É importante ressaltar que os experimentos foram realizados com bolsas de sangue 

diferentes também. 

 O efeito hemolítico (% de Hemólise) foi acompanhado medindo-se a 

concentração de hemoglobina ou fosfato inorgânico no sobrenadante, de acordo com 

a equação 3: 

 

 

 

 

onde Aa, Ac1 e Ac2   são respectivamente as absorbâncias da amostra, dos controles 

c1 e c2 em 540 nm. Estes experimentos foram realizados com diferentes hematócritos 

(0,075%, 0,15%, 0,225%, 0,3% e 40%), tal que, pelo tratamento de Lichtenberg 

(1985) seja possível determinar as concentrações para início (Csat) e hemólise total 

(Csol).  

 

3.2.5  Tratamento de Lichtenberg 

  Lichtenberg (1985) descreveu uma metodologia em que os parâmetros 

tirados diretamente das curvas hemolíticas, isto é, a concentração para saturação e 

solubilização da membrana levam a determinação de Resat e Resol, a razão molar 

efetiva surfatante/lipídio para saturação e solubilização, respectivamente da 

membrana do eritrócito. 

A equação 4  mostra o tratamento proposto por Lichtenberg para o cálculo de 

Dw. 

                               Dt =  Re [ L  +  1  /  {Kb ( Re  +  1 )}]                                                        

  

Plotando-se a concentração de surfatante (Dt) para o início (Csat) ou 100% de 

hemólise (Csol) versus a concentração lipídica da membrana (L), obtêm-se retas cujo 

intercepto no eixo das ordenadas corresponde a concentração máxima de surfatante 

% Hemólise = ___________  x  100                                      (3) A a    -  A c 1  

      A c 2   -  A c 1  

(4) 
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em água, DW, que é indicativa da CMC do surfatante. A inclinação da reta fornece o 

valor de Re. (Lichtenberg, 1985; Partearroyo et al., 1992; Malheiros et al., 1998). 

 

3.2.6 Estudos de EPR 

  A técnica de ressonância paramagnética eletrônica (EPR) é uma técnica 

espectroscópica que opera na região de microondas (GHz) e detecta transições de 

estados de spin eletrônicos. A técnica detecta compostos com um ou mais elétrons 

desemparelhados (moléculas paramagnéticas); os spins eletrônicos, quando 

submetidas a um campo magnético, orientam-se segundo seus momentos 

magnéticos de spin. Quando se aplica uma onda eletromagnética ressonante com a 

precessão do spin eletrônico, ocorre absorção de energia e transição do estado de 

spin. A técnica pode ser discutida como na equação 5: 

 

                                          h.νννν = g.ββββ.H                                                     (5) 

 

onde: h = constante de Planck; ν = frequência da radiação incidente; g = representa 

o fator g do elétron; β = magneton de Bohr ; H = campo magnético externo. 

A absorção é registrada no espectro de EPR como a primeira derivada das 

bandas de absorção de energia da amostra (Schreier et al., 1978; Warren, 1987).  

  As moléculas paramagnéticas não são tão frequentes em sistemas biológicos. 

Para o estudo de sistemas diamagnéticos, a técnica do marcador de spin veio 

solucionar esse problema (Hubbel & McConnell, 1971; Warren, 1987). Através do 

uso de um marcador paramagnético estável, é possível obter informações de caráter 

estrutural e da mobilidade (tempo de correlação rotacional) do sistema no qual a 

sonda está inserida. Em particular nas membranas a técnica do marcador de spin 

trouxe enorme contribuição (Hubbel & McConnell, 1971). 

 Os marcadores de spin mais utilizados são aqueles contendo radical nitróxido, 

por ser estável em amplas faixas de temperatura e pH. Esta molécula, ao se 

intercalar na membrana, tende a se orientar preferencialmente. Os marcadores do 
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tipo ácido doxil esteárico orientam-se com o eixo z aproximadamente paralelo ao 

eixo normal da bicamada (Warren, 1987).  

 A partir de espectros de EPR, é possível calcular o parâmetro de ordem (S, 

eq. 6) que é uma medida da anisotropia do ambiente em que se encontram as 

moléculas do marcador de spin. O espectro desses marcadores apresenta 

parâmetros que refletem as orientações nos eixos x, y (extremos internos) e z 

(extremos externos) que são usados para a determinação de S (Figura 8). O 

parâmetro de ordem é uma medida da orientação da molécula em relação ao eixo 

diretor (normal à bicamada) e varia de 0, em sistemas isotrópicos, até 1, para uma 

molécula perfeitamente orientada (Jost et al., 1971). S reflete a amplitude angular do 

movimento anisotrópico da molécula e pode ser obtido experimentalmente por: 

 

( )[ ]2/

//

AyyAxxAzz

AA
S

+−

⊥−
=

                                  (6) 

 

onde: A// e A ⊥ são medidos diretamente no espectro de EPR. Azz, Axx e Ayy  são os 

principais componentes do tensor hiperfino, medidos em monocristal, e tem os 

valores típicos constantes de 32, 6 e 6 G, respectivamente (Schreier et al., 1978). 
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Figura 8 -  Estrutura química do marcador 5-SASL e Espectro de RPE do marcador  em membrana 

eritrocitária. 
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As medidas foram conduzidas no espectrômetro Varian E-4 ou no 

espectrômetro Bruker ER-200, ambos operando em freqüência de 9 GHz (3,4 

kGauss), pertencente ao laboratório da Dra. Shirley Schreier (IQ/USP). Celas chatas 

de quartzo, para amostras líquidas, com capacidade para 0,1 e 0,2 ml foram 

utilizadas e todos os experimentos realizados a 22oC. 

 Medidas do efeito dos detergentes sobre o grau de organização da membrana 

foram realizadas com os marcadores  5 doxil estearato (5-DSA-2mol%) incubados 

com suspensões de eritrócitos (Ht-40%) em solução isotônica (PBS) com  

concentrações crescentes de TTX-100. Após incubação de 15 min. a 37oC as 

amostras foram centrifugadas por 5 min. a 1500 xg.  Foram realizadas também 

medidas somente do surfatante TTX-100 com 5 DSA. 

O grau de organização foi analizado pela alteração dos parâmetros de ordem 

(S) e empírico h+1/ho (de Paula & Schreier, 1995). Foram analizadas amostras antes 

da centrifugação (sangue total), sobrenadante e pellet (ambas após a centrifugação).  
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4   RESULTADOS 

     

O corpo dos resultados obtidos compõe o material de 2 artigos publicados, 1 

submetido a revistas de política editorial seletiva e ainda outros resultados: 

 

4.1   Quantitative assessment of human erythrocyte membrane solubilization by Triton 

X-100. 

 

4.2   Solubilization of human erythrocyte membranes by non-ionic surfactants of the 

polyoxyethylene alkyl ethers series. 

 

 

4.3   Multiple stages of detergent-erythrocyte membrane interaction – A spin label 

study. 

 

4.4   Testes Hemolíticos em Condições Isotônicas com surfatantes não iônicos da 

série C12Ey  ,  série Renex, série Tween e Sais biliares. 
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4.1 QUANTITATIVE ASSESSMENT OF HUMAN ERYTHROCYTE 

MEMBRANE SOLUBILIZATION BY TRITON X-100 
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4.2 SOLUBILIZATION OF HUMAN ERYTHROCYTE MEMBRANES 

BY NON-IONIC SURFACTANTS OF THE POLYOXYETHYLENE 

ALKYL ETHERS SERIES 
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4.3 MULTIPLE  STAGES  OF  DETERGENT- ERYTHROCYTE 

MEMBRANE  INTERACTION   –  A SPIN LABEL STUDY 
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ABSTRACT: The various stages of detergent-membrane interaction were 

investigated for the system Triton X-100 (TTX-100) – intact red blood cells (RBC) in a 

broad range of detergent concentrations. The interaction was monitored by following 

hemolysis as assessed by hemoglobin (Hb) release, by phospholipid phosphate 

release, and by electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy. Hb and 

phosphate were determined in supernatants after addition of detergent and 

subsequent centrifugation. EPR spectra were obtained for a fatty acid spin probe, 5-

doxyl stearic acid (5-DSA), intercalated in whole RBC, pellets and supernatants. 

Calculation of order parameters (S) allowed the characterization of the various 

structures formed in the different stages of detergent-membrane interaction. The data 

provided evidence for the validity of the Lichtenberg model for membrane 

solubilization by a nonionic detergent with regard to the existence of effective molar 

ratios for membrane saturation (Rsat) and solubilization (Rsol). These ratios are similar 

to those previously found for pure lipid bilayers. In addition, the results indicate that a 

more complex series of events occur, demonstrating the formation of pores at low 

detergent/lipid molar ratios (D/L) responsible for an increase in permeability. This is 

followed by the appearance of intermediary membrane fragments that are released to 

the supernatant, probably due to detergent binding. Calculated order parameters 

revealed that whole cells and pellets possessed a similar degree of molecular 

packing, while the supernatant membrane-like fragments displayed a slightly higher 

degree of molecular order. As the D/L increased, pellets were not detected anymore 

and the supernatants gave rise to spectra that yielded smaller order parameters, 

approaching that of pure TTX-100 micelles, indicating full membrane solubilization. 
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Detergents have the ability to wet surfaces, penetrate soil, and solubilize fatty 

materials. In addition, they exert microbicidal effects. Detergents are amphiphilic 

molecules, containing both polar and non-polar regions, and are broadly classified as 

cationic, anionic, nonionic or zwitterionic, depending on the nature of their polar head 

group (1, 2). Detergents are widely used in studies of biological and model 

membranes. These amphiphiles are employed to solubilize membrane components, 

in particular to purify specific proteins.  

The interest in detergent-membrane interaction concerns also the physico-

chemical and molecular aspects of this interaction. One interesting aspect is the 

interplay between bilayer and micellar structure as a function of the concentrations of 

the lipid and Detergent components, as well as their molar ratio. Theoretical and 

experimental work has shown that several steps take place during lipid bilayer-

detergent interaction. Three main stages can be envisioned: at low detergent 

concentration and low detergent:lipid molar ratios (D/L), molecules of the Detergent 

are inserted into the lipid bilayer, until a limiting saturation concentration, Csat, is 

reached. Subsequently, lipids are extracted from the bilayer by already formed 

micelles, giving rise to the co-existence of detergent-containing bilayers and lipid-

containing micelles. As the detergent concentration increases further, total bilayer 

solubilization occurs (at a detergent concentration Csol). Further Detergent addition 

leads to micelles with increasing D/L molar ratios (3).  

In the case of biological membranes, protein solubilization may also occur. In 

recent years it has been found that certain lipid (sphingolipids and cholesterol) and 

protein (e.g., GPI anchor proteins) components of biological membranes are resistant 

to detergent (in particular TTX-100) extraction, giving rise to so called detergent 

resistant membranes (DRM), (4). These domains have been also reported in 

erythrocytes (5-8) and are postulated to be the contact region for the penetration of 

pathogens into cells (9). The selective uptake of detergent resistant membrane 

proteins was demonstrated in erythrocytes during malarial infection (10).  

Among the approaches used in the study of detergent-membrane interactions, 

spectroscopic techniques have been largely employed (11). Spin labeling EPR has 

been one of the most important spectroscopic tools in providing information about 
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molecular order and dynamics of bilayer (12-14) and micelle components (15). Spin 

label spectra are highly sensitive to effects on molecular organization caused by the 

partitioning of solutes into bilayers (16-18) and have been used to investigate the 

interaction between Detergents and model or biological membranes (2, 19, 20), as 

well as protein-detergent interactions (21, 22). These studies showed that detergent 

incorporation into the bilayer decreases the molecular order and increases the 

mobility of the phospholipid hydrocarbon chains (2, 19, 23-26). Moreover, spectra of 

spin-labeled fatty acids were used to distinguish the packing properties of DRM from 

those of intact erythrocyte membranes (7). However, no study making use of spin 

labeling EPR has dealt with the whole ensemble of events involved in detergent-

membrane interaction. 

TTX-100 is a nonionic detergent, commonly used in studies of biomembranes 

(27-29). The solubilization of lipid membranes triggered by TTX-100 is a well-

described phenomenon. TTX-100 is the most commonly used detergent to obtain 

DRM (30). The hemolytic action of this detergent has also been widely studied (20, 

21, 31-35). Recently we published a quantitative analysis of the hemolytic effect of 

TTX-100 on human erythrocyte membranes (36), employing the model described by 

Lichtenberg (3, 37).  

Here we present a comprehensive study of the effect of TTX-100 upon 

membranes of human erythrocytes, encompassing a broad range of D/L ratios, at 

detergent concentrations varying from below to above TTX-100 critical micelle 

concentration (CMC). The assessment of hemolysis, the determination of 

phospholipid phosphate, and the analysis of EPR spectra of a fatty acid spin probe 

(5-doxyl stearic acid, 5-DSA) incorporated in whole cells, pellets and supernatants 

allowed the characterization of the structures (bilayers, lipid-detergent mixed bilayers, 

detergent-lipid mixed micelles, and micelles) present at each D/L examined. Thus 

each step of the detergent solubilization process has been characterized using the 

same spectroscopic technique. 
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MATERIALS AND METHODS 

Chemicals. 5-doxyl stearic acid (5-DSA) and TTX-100 were from Sigma 

Chemical Co.  All other reagents were of analytical grade. 

Hemolytic assay and phospholipid phosphate determination. Human blood was 

freshly collected in a blood bank. Erythrocytes were obtained by centrifuging three 

times at 260 x g for 3 min with 5 mM phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4. The 

supernatants were discarded. Variable TTX-100 concentrations were added to the 

erythrocyte suspensions to a final hematocrit (Ht) of 40 % and the samples were kept 

for 15 min at 37 oC. After centrifugation at 260 x g for 3 min, the concentration of 

hemoglobin (Hb) released in the supernatant was measured at 412 nm, as described 

before (38). The phospholipid concentration  in the supernatant was determined as 

inorganic phosphate according to Chen et al (39). The extent of hemolysis, expressed 

as Relative Hemolysis (RH), was determined on the basis of released Hb or 

phosphate in the supernatant, according to Eq. 1 (38):  

 (1) 

 

    

where As, Ac1, and Ac2 are the absorbance at 412 nm of the sample, the mechanical 

hemolysis control (erythrocytes in PBS), and the 100 % hemolysis control 

(erythrocytes in water), respectively. Each experiment was run in triplicate; RH values 

represent the mean of three independent experiments. 

EPR studies of TTX-100  micelles. Films of 5-DSA were prepared by 

evaporating a stock chloroform solution of the spin label under a stream of N2. The 

remaining solvent was removed under vacuum for 2 h. PBS buffer was added to 

produce a final concentration of 1.10-5 M 5-DSA and the samples were vortexed for 

about 5 min. Aliquots of a TTX-100 stock solution were added in order to obtain a 

range of detergent concentrations. EPR spectra were recorded in 0.2 mL flat quartz 

cells (Wilmad Glass Co., Buena, NJ), at room temperature (22±2 oC), in a Bruker 

EMX spectrometer, operating at 9 GHz  and 3.4 kG. 

EPR  studies of  erythrocytes. 5-DSA films were prepared as described above 

and erythrocytes (80 % Ht) were added so that the  final spin label concentration did 

RH =
As - Ac1

Ac2 - Ac1

x 100RH =
As - Ac1

Ac2 - Ac1

x 100
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not exceed 2 mole % of erythrocyte membrane lipid (18). The samples were gently 

shaken for 15 min at 37 oC, TTX-100 was added to the erythrocyte suspensions to 

reach a final Ht of 40 %,  and the samples were kept for 15 min at 37 oC. EPR spectra 

were obtained for the whole erythrocyte suspension (before centrifugation), and for 

the supernatant and the pellet (after centrifugation at 260 x g during 3 min) as 

described above. 

Analysis of EPR spectra. Calculation of the order parameter. The orientation of 

the lipid long molecular axis with respect to the bilayer normal can be evaluated by 

calculating the order parameter S, from the EPR spectra of a reporter molecule (spin 

label) inserted in the membrane (12). S reflects the angular amplitude of anisotropic 

motion of the reporter molecule and is determined making use of Eq. 2:    

]2/)([2

2//2

yyxxzz AAA

AA
S

+−

⊥−
=                                           (2) 

where 2A// and 2A⊥are the separations between the outer and inner extrema, 

respectively, in the experimental spectrum (these features are clearly seen in Figure 

4). A// (A⊥) is the hyperfine splitting corresponding to spin labels whose long 

molecular axes are oriented approximately parallel (perpendicular) to the external 

magnetic field. Axx, Ayy, and  Azz  are the values of the principal components of the 

hyperfine tensor (Azz = 32.0 G, Axx =  Ayy = 6.0 G) (13). For stearic acid spin labels the 

long molecular axis is approximately parallel to the nitroxide z axis (the direction of 

the pπ orbital that contains the unpaired electron), the x axis is parallel to the N-O 

bond, and the y axis is perpendicular to x and z. The larger the value of S, the smaller 

the amplitude of motion and the more ordered the lipid chains. S varies from 0 (in 

isotropic systems) to 1 (for a perfectly oriented molecule) (13). Corrections for A⊥ and 

for polarity were not included in the equation.  
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RESULTS 

Release of hemoglobin and membrane phospholipid to the supernatant. Figure 

1 presents the curves corresponding to Hb and phospholipid released from 

erythrocyte suspensions (40 % Ht) under isotonic conditions, pH 7.4, as a function of 

TTX-100 concentration. Both were determined in supernatants after sample 

centrifugation. The curves can be divided into four regions: i) between 0.1 and 0.3 

mM TTX-100, where RH raises slowly with increasing detergent concentration, ii) 

between 0.3 and 0.7 mM TTX-100 where the slope is much greater, iii) between 0.7 

and 0.9-1.0 mM TTX-100 where the curve raises very steeply, and finally, iv) above 1 

mM TTX-100 , where hemolysis reaches 100%. We have ascribed the concentration 

of 0.3 mM TTX-100 to the beginning of the hemolytic process. The appearance of 

lipid phosphate in the supernatant follows a very similar pattern.  

 
Figure 1 

 
Spin label study of detergent-erythrocyte interaction. The model developed by 

Lichtenberg to describe the various phenomena taking place in bilayer-detergent 

interaction is widely accepted in the literature and frequently applied in the analysis of 

these systems. According to this model, a sequence of stages is envisioned: 1- at low 

D/L molar ratios, the detergent molecules intercalate in the lipid bilayer, altering the 

molecular organization; 2- at membrane saturation, micelles start to form containing 

both lipid and detergent. At this stage, mixed lipid-detergent bilayers coexist with 

mixed detergent-lipid micelles; 3- at a sufficiently high D/L ratio, the bilayer undergoes 

total solubilization and only mixed micelles remain. As the detergent concentration 

increases, the micelle approaches the composition (and, presumably, the structural 

properties) of the pure detergent micelle. 

In order to investigate the structural properties of the various aggregates 

resulting from the interaction of erythrocytes at 40 % hematocrit with variable TTX-

100 concentrations, the lipid spin probe 5-DSA was incorporated in RBC and EPR 

spectra were run for whole cells, and for pellets and supernatants obtained upon 

centrifugation. The amphiphilic character of the fatty acid spin probe drives its 
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intercalation between the molecular components of aggregates such as micelles and 

bilayers.  

Figure 2 presents the EPR spectra of 5-DSA in whole RBC (left column), in 

supernatants (center column), and in pellets (right column) obtained after 

centrifugation in the presence of variable TTX-100 concentration. The Figure shows 

that the spectral intensity of the pellet corresponds to the majority of the label 

population at the lower detergent concentrations. This population decreases stepwise 

up to 0.6 mM detergent and is not detectable at higher TTX-100 concentrations. In 

contrast, the spectra corresponding to supernatant display very weak intensity up to 

0.6 mM TTX-100, suggesting that at low detergent concentration the population of 

aggregates in this fraction is very small. This situation is reversed for higher detergent 

concentrations. At 0.9 mM TTX-100 and above, while essentially no pellet spectrum is 

detected, the supernatant spectra display much higher intensity than at the lower 

detergent concentrations. It is noteworthy that 0.3 mM and 0.9 mM are the 

approximate detergent concentrations at which hemolysis started and finished, 

respectively, and also correspond to the beginning and end of phosphate release to 

the supernatant.  

 

Figure 2 

 
Table 1 presents the values of order parameters calculated for the spectra of 

5-DSA in whole RBC, supernatants, pellets, and pure TTX-100 micelles (see below). 

For RBC in the presence of variable detergent concentration, three different regions 

can be distinguished: i) between 0 and 0.4 mM detergent, where the values of S 

ranged from 0.689 to 0.711 for whole RBC. Very similar values were obtained for the 

pellet (0.695-0.707), suggesting that incorporation of the detergent did not cause a 

significant effect on bilayer organization. In this region the supernatant yielded 

essentially undetectable spectra. ii) between 0.5 and 0.9 mM detergent, where S for 

whole RBC ranged between 0.667 and 0.677, while the supernatant yielded slightly 

higher, also approximately constant, S values (0.689-0.702). Spectra of the pellet 

were detectable for 0.5 and 0.6 mM TTX-100, however, the amounts of pellet for 0.7 

and 0.8 mM TTX-100 were not sufficient to obtain EPR spectra; iii) 1.0 mM TTX-100 
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and above. The values of S decreased and were very similar for both whole RBC and 

supernatant. In this concentration range essentially no pellet was detected; therefore, 

RBC and supernatant were essentially equivalent. At the highest detergent 

concentrations (25 mM and above) the spectra, and consequently, the values of S 

approached those of pure TTX-100 micelles (see below).  

 

Table 1 

 
A plot of S as a function of TTX-100 concentration (Figure 3) shows that the 

order parameter suffered small changes up to approximately 2.5 mM detergent, 

decreased steeply between 2.5 and 10 mM TTX-100, and changed less sharply 

between 10 and 50 mM detergent. This behavior was very similar for both whole RBC 

and supernatants. The data are compared to the relative hemolysis as a function of 

detergent concentration. The Figure clearly shows that both parameters do not 

display a parallel behavior. The interpretation for this discrepancy will be discussed in 

the Discussion. 

 

Figure 3 

 
Spin label study of TTX-100 micelles. Spectra of 5-DSA in pure TTX-100 

micelles were obtained in order to compare with those of detergent-treated RBC. 

Figure 4 shows the EPR spectra of 5-DSA in the presence of variable TTX-100. 

Spectra of the label tumbling freely in solution are seen in PBS buffer (a)  and at 0.1 

mM detergent (b). As the detergent concentration increases, a spectrum due to 

motionally restricted label appears (c-f). The appearance of this spectrum occurs in 

the concentration range of the detergent´s reported CMC (0.23-0.3 mM (40). For 

TTX-100 concentrations between 0.4 and 0.7 mM, the spectra due to more 

immobilized label do not display outer and inner extrema and evince some exchange 

broadening (see Figure 4c for 0.5 mM TTX-100). The spectra also show that at the 

lower TTX-100 concentrations, 5-DSA partitions between the aqueous phase and the 

micelles. As the micelle concentration increases, the spin label increasingly partitions 

into the micelle, until no more label remains free in the aqueous phase. Inner and 
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outer extrema could be measured at 0.8 mM TTX-100 and above, allowing the 

calculation of order parameters (Table 1). It is noteworthy that the spectra of 5-DSA in 

TTX-100 micelles present inner and outer extrema (Figure 4), although the order 

parameter is smaller than in bilayers (Table 1). The appearance of inner and outer 

extrema is in contrast with data reported for other well known micellar systems (15, 

41). The lack of these features in the spectra of micelles has been ascribed to the 

small micellar size and the fast tumbling of the molecules within the aggregate.  

 

Figure 4 

 
The presence of inner and outer extrema in the spectra of 5-DSA incorporated 

in TTX-100 micelles indicates that these aggregates are larger and/or more tightly 

packed than the previously studied micelles. Indeed, in studies of TTX-100 micelles 

Robson and Dennis have suggested that they consist of oblate ellipsoid aggregates 

with semiaxes of 2.7 and 5.2 nm (40). A calculation of the particle´s rotational 

correlation time, τ, making use of the Stokes-Einstein equation (Eq. 3) 

Τ
=

κ

ηπ
τ

3

34 r
                                                                   (3) 

where r (assumed as 4.0 nm, the average of 2,7 and 5,2 nm,), η, k, and T are the 

particle radius, viscosity, Bolzmann constant, and temperature, respectively, yields τ 

= 5.1 x 10-8 s. This means that the particle´s tumbling rate is slow in the timescale of 

the EPR experiment, which could account for the occurrence of inner and outer 

extrema in the spin label spectra. Very likely, the chemical structure of the nonionic 

detergent also contributes to a tighter packing than in smaller, ionic detergent 

micelles. 
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DISCUSSION 

On the basis of previous suggestions by Helenius and Simons (42), 

Lichtenberg proposed a mechanism for the solubilization of membranes by 

detergents, describing the process as a membrane-to-micelle transition (3, 37) with 

the transient formation of mixed membranes and mixed micelles, composed by lipids, 

proteins and detergent molecules. Goñi and coworkers used this approach to study 

the solubilization of lipid and biological membranes by different nonionic detergents 

(28, 43, 44). In this model, the detergent is proposed to partition into the bilayer until 

reaching a saturating detergent/lipid (D/L) molar ratio. At higher D/L molar ratios, 

mixed lipid-detergent bilayers coexist with  mixed detergent-lipid micelles. The further 

increase of detergent leads to increased membrane solubilization with the formation 

of detergent micelles with increasing D/L molar ratios. In the range of mixed bilayer-

mixed micelle coexistence, the composition of both aggregates remains constant (3). 

Evidently, in the case of biological membranes that contain a variety of lipids in 

addition to proteins, one might envision a much more complex series of events. At the 

end of the solubilization process, one very likely ends up with a polydisperse system 

consisting of a collection of aggregates of variable size and composition. With regard 

to proteins, it has been reported that, in some cases, part of these molecules 

precipitate (27, 45).  

In our previous work (36), we have examined the interaction between TTX-100 

and membranes of human erythrocytes when intact RBC are exposed to increasing 

detergent concentrations. These studies were performed at lower membrane 

concentration than in the present work. The beginning and end of hemolysis were 

taken as an indication of the achievement of bilayer saturation by the detergent and of 

the end of membrane solubilization, respectively, and the detergent concentrations at 

both points were termed Csat and Csol, respectively (117-184  and 192-255 �M).  

In the present study, the goal was to make use of spin label spectra in order to 

characterize the structural and dynamic properties of the aggregates formed upon the 

interaction between TTX-100 and the membranes of human erythrocytes when intact 

RBC are exposed to increasing detergent concentrations. However, the use of the 

spin labeling technique requires much higher membrane concentrations than those 
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used previously. The results showed that under the conditions used in the present 

work, a more complex picture emerges, as evidenced by the following observations: 

1- Figure 1 shows that the concentrations of TTX-100 for the beginning and 

end of hemolysis are approximately 0.3 and 0.9 mM, respectively. Taking into 

account that these concentrations correspond to D/L molar ratios of approximately 

0.08 and 0.26, clearly these are much smaller than those found previously for 

erythrocytes (1.5 and 2.1, respectively) (36), or for phospholipid bilayers (0.7 and 3.0, 

respectively) (28), or 0.64   and   2.5, respectively) (46).  

2- EPR spectra indicate the presence of low signal intensities in the 

supernatant starting at concentrations as low as 0.3 mM TTX-100. The intensity of the 

spectra increase considerably at 0.9 mM detergent, and at the same time, the amount 

of pellet is essentially undetectable at this concentration (Figure 2 and Table 1). An 

examination of the variation of the order parameter (Table 1) reveals that the values 

of S decrease very slowly between 0.1 and 2.5 mM TTX-100 and are similar for whole 

cells, pellet and supernatant. Figure 3 shows a steeper decline in the values of S 

between 2.5 and 10 mM TTX-100, and a slower decrease up to 50 mM detergent, 

reaching those of the pure detergent micelles (Table 1). The concentrations of 2.0 

mM and 10 mM correspond to D/L of 0.6 and 2.8, in excellent agreement with the 

effective molar ratios reported for membrane saturation and solubilization in pure lipid 

bilayers (28, 47).  

How can these findings be reconciled? We propose that the initial incorporation 

of TTX-100 into the bilayer leads to an increase in permeability which, due to a colloid 

osmotic imbalance, causes formation of pores of size sufficient to allow the release of 

hemoglobin. Previous studies of detergent-membrane interaction have demonstrated 

that  detergent intercalation into intact membranes causes an increase in permeability 

prior to the beginning of solubilization. (44, 46). Chernitsky and Senkovich (48) have 

evaluated that the diameter of detergent-induced pores in erythrocytes is of the order 

of 4 nm. The size of Hb is  5.5 nm (49), thus it is quite plausible that the protein would 

exit through these pores.  

The presence of a supernatant at D/L lower than Rsat as evinced by the EPR 

spectra (Figure 2) and the determination of phospholipid (Figure 1) in this fraction 
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suggest the formation of membrane fragments (or vesicles) small enough to remain in 

the supernatant upon low-speed centrifugation. This hypothesis is corroborated by 

the similarity of  S values for whole cells and supernatant (Figure 3 and Table 1). This 

picture is in agreement with work on the solubilization of membranes containing the 

Ca2+-ATPase, where the authors describe the appearance of different aggregates 

prior to solubilization (50). It is noteworthy that in this work a greater variety of stages 

(and aggregates) was found with TTX-100. The authors proposed a model for non-

cooperative detergent insertion in the bilayer to account for changes in bilayer 

molecular packing and, therefore, permeability, and for cooperative formation of 

edges, creating the curvature that would allow the formation of fragments of limited 

size.  

The presence of small membrane fragments in the supernatant at low D/L 

ratios is clearly evinced in the present study. Table 1 shows that the membrane 

fragments in the supernatants posses somewhat higher order parameters than the 

pellets, suggesting that the fragments could be enriched in cholesterol and 

sphingolipids. Note that DRM  are described as enriched in those lipids (8). 

The membrane-like fragments obtained at low D/L ratios persist until the value 

of Rsat (0.6, 2.0 mM detergent) is reached. Subsequently, as the detergent 

concentration increases, Rsol is reached (D/L 2.8, 10 mM detergent) and membrane 

solubilization effectively occurs. As the D/L ratio increases, mixed lipid-detergent and 

protein-detergent micelles prevail that approach the composition and molecular 

organization of pure detergent micelles. This is also evinced by the EPR spectra 

(compare Figures 2 and 4) and by the values of order parameters (Table 1 and Figure 

3).  

In conclusion, the present data provide evidence for the validity of the 

Lichtenberg model for membrane solubilization by a nonionic detergent with regard to 

the existence of effective molar ratios for membrane saturation and solubilization. 

These ratios are similar to those previously found for pure lipid bilayers. In addition, 

the results indicate that a more complex series of events occur, clearly demonstrating 

the formation of pores responsible for an increase in permeability, followed by the 

formation of intermediary membrane fragments that are released to the supernatant, 
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probably due to the binding of detergent which allows the formation of edges 

surrounding these fragments. The EPR spectra of the intercalated spin probe allowed 

for the characterization of the various structures formed in the different stages of 

detergent-membrane interaction.    
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Table 1: Order parameter, S, calculated for the spectra 
of 5-DSA  incorporated in whole erythrocytes, 
supernatant, and pellet in the presence of increasing 
TTX-100 concentrations. The last column gives the 
values of S for pure TTX-100 solutionsa.  

[TTX-100]  

mM 

S 

Whole 

S 

Supernatant 

S 

Pellet 

S 

TTX-100 

0.1 0.710 --b 0.707 Ndc 
0.2 0.700 --b 0.699 Ndc 
0.3 0.711 --b 0.695 Ndc 
0.4 0.689 --b 0.695 Ndd 
0.5 0.670 0.702 0.693 Ndd 
0.6 0.667 0.691 0.681 Ndd 
0.7 0.670 0.695 Nde Ndd 
0.8 0.677 0.701 Nde 0.482 
0.9 0.671 0.689 Ndc 0.447 
1.0 0.672 0.669 Ndc 0.449 
1.2 0.667 0.650 Ndc 0.478 
2.5 0.670 0.639 Ndc 0.448 
3.2 0.614 0.619 Ndc 0.448 
10.0 0.519 0.528 Ndc 0.466 
25.0 0.498 0.498 Ndc 0.461 
32.5 0.490 0.486 Ndc 0.458 
50.0 0.472 0.479 Ndc 0.461 

a Experimental conditions as in Figure 3. bNot determined, 
because of high noise in the spectra due to the small 
amount of aggregates in the supernatant. cOnly the 
spectrum due to label free in solution was detected. dNot 
determined, see text. eSpectra were not obtained because 
the volumes of the remaining pellet fractions were too small.  
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FIGURE LEGENDS 

 

FIGURE 1: Hemolytic effect of TTX-100 on human erythrocytes (40% Ht in 5 mM 

PBS buffer, pH 7.4, 22 oC) measured by hemoglobin (�) or inorganic phosphate (○) 

release in the supernatant. 

 

FIGURE 2: EPR spectra of 5-DSA in erythrocyte membranes (40 % Ht), at increasing  

TTX-100 concentrations.  Whole blood (left column), supernatant (central) and pellet 

(right column). N.D. = not determined (see text). 

 

FIGURE 3: Relative hemolysis  (◊) and order parameter of human erythrocyte 

membranes (40% Ht, in 5 mM PBS buffer, pH 7.4, 22 ± 2 oC) at increasing TTX-100 

concentration. Whole erythrocyte suspension  (�), supernatant (○). S values for 5-

DSA spectra in pure TTX-100 solutions (▲) are also plotted. 

 

FIGURE 4: EPR spectra of 5-DSA in PBS buffer (a) and in the presence of increasing  

TTX-100 concentrations (mM): 0.1 (b), 0.5 (c), 1.0 (d), 5.0 (e), 50.0 (f).  
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FIGURE 3 
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4.4 TESTES HEMOLÍTICOS EM CONDIÇÕES ISOTÔNICAS COM 

SURFATANTES NÃO IÔNICOS DA SÉRIE C12EY  ,  SÉRIE 

RENEX, SÉRIE TWEEN E SAIS BILIARES. 
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A figura 9 mostra o efeito do surfatante não iônico C12E4 e o tratamento de 

Lichtenberg (1985). Os testes hemolíticos com eritrócitos foram desenvolvidos em 

condições de osmolaridade e pH fisiológicos (PBS e pH 7,4). Nestes ensaios variou-

se a concentração de eritrócitos (Ht-0,075%, 0,15%, 0,225%, 0,3%) determinando-se 

a concentração de surfatante para início (Csat) e 100% de hemólise (Csol). As tabelas 

2 e 3 mostram os resultados obtidos com os outros detergentes estudados, sendo a 

porção apolar (cadeia acila) foi fixada em 12 carbonos e a porção polar (cabeça), foi 

variada, i.e., contendo de 2 a 23 unidades de polioxietileno.  

 

(A) (B) 

Figura 9: Efeito Hemolítico causado pelo detergente C12E4 em eritrócitos humanos - Ht 0,075%(■), 
0,15% (●), 0,225% ( ) e 0,30% ( ) – em tampão PBS 5mM, pH 7,4, 37°C (a). C

sat
 e C

sol
 estão 

assinalados e indicam concentração para 0 e 100% hemólise, respectivamente. Concentração de 
C12E4 (Dt) para saturação e solubilização de membrana, versus concentração de lipídio na membrana 
(b). Os valores de Re e Kb foram calculados das retas em (b), de acordo com Lichtenberg. 

 

 

Ao contrário dos resultados obtidos com variação da cadeia acila (Preté et al., 

2002a), não foi possível definir um perfil para o efeito hemolítico, quando 

comparamos os análogos de cadeia acila fixa e cabeça polar de tamanho variável. 
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Tabela 2 - Efeito hemolítico dos surtatantes não-iônicos da série polioxietileno alquil éter 
(C12Ey) em membranas de eritrócitos humanos. L= concentração de lipídio em membranas 
eritrocitárias para cada hematócrito, calculado de acordo com Malheiros et al. (2000a). 

 

Surfatante  Csat  (µµµµM)    Csol  (µµµµM)    

Ht (%) 

L (µµµµM) 

Ht-0,075 
L= 6,5  

Ht-0,15 
L= 13  

Ht-0,225 
L=19,5 

Ht-0,30 
L= 26 

Ht-0,075 
L= 6,5 

Ht-0,15 
L= 13 

Ht- 0,225 
L=19,5 

Ht-0,30 
L= 26 

C12E2 ---- 51,5 ---- ---- ---- 92,3 ---- ---- 

C12E4 28,7 31,0 34,6 36,7 34,2 36,6 42,2 46,0 

C12E5 29,5 33,4 35,5 38,4 37,3 39,3 40,2 46,3 

C12E6 31,3 34,4 36,0 40,1 35,0 36,9 40,6 44,3 

C12E8 37,5 40,0 43,9 45,7 42,2 44,6 46,5 49,5 

C12E10 17,4 20,8 23,3 27,5 22,8 24,9 28,6 30,0 

 

 

 

Tabela 3 - Razão Molar Efetiva C12Ey:lipídio (Re), Dw* dos detegentes C12Ey , 
determinados nos experimentos hemolíticos, conforme tabela anterior. 

 

 C12E2  C12E4  C12E5  C12E6  C12E8  C12E10  

Re
sat nd 0,42 0,44 0,43 0,36 0,39 

Re
sol nd 0,43 0,43 0,49 0,44 0,51 

Dw
sat (µµµµM) nd 25,6 27,0 28,0 34,3 13,8 

Dw
sol (µµµµM) nd 29,5 33,8 31,2 39,3 20,2 

Kb (M-1) nd 11600 11400 10700 6000 20400 

 

 

O efeito hemolítico causado pelos análogos C12E4, C12E5, C12E6, C12E8 e 

C12E10 foi praticamente idêntico, como mostram os valores de Re da tabela 3, 

evidenciando que para os homólogos com 4-10 unidades de polioxietileno, não há 

variação no poder hemolítico dos C12Ey. Os resultados obtidos com o análogo C12E2 

foram bastante distintos dos demais, em Ht = 0,15%, observando-se que é 

necessário uma concentração quase 2 vezes maior deste detergente, para provocar 

o início e 100% de lise (Csat e Csol  - Tabela 2).  
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A faixa de concentração para solubilização dos eritrócitos desta série está 

próxima da CMC dos mesmos. 

O análogo C12E23 não se mostrou hemolítico, fato que pode ser explicado pelo 

efeito protetor exercido por cabeças polares constituídas de cadeias longas de 

polioxietileno. 

A figura 10  mostra o efeito do surfatante não iônico da série nonilfenóis-

Renex (60), em eritrócitos, condições de osmolaridade e pH fisiológicos (PBS em pH 

7,4). Nestes ensaios variou-se ainda a concentração de eritrócitos (Ht-0,075%, 

0,15%, 0,225%, 0,3%) para determinar a concentração de surfatante para início (Csat) 

e 100% de hemólise (Csol). E importante ressaltar que estudamos quatro surfatantes 

pertencentes a esta série, conforme dados apresentados nas tabelas 4 e 5. 
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Figura 10 - Efeito Hemolítico do Renex 60 em eritrócitos humanos - Ht 0,075%(■), 0,15% (●), 0,225% 
( ) e 0,30% ( ) – em tampão PBS 5mM, pH 7,4, 37°C (A). Concentraç ão de Renex 60 (Dt) para 
saturação e solubilização de membrana, versus concentração de lipídio na membrana (B). Os valores 
de Re e Kb foram calculados calculados conforme Lichtenberg em tampão PBS 5mM, pH 7,4, após 15 
min. De incubação a 37

o
C. 

 

Trabalhos anteriores de nosso laboratório mostraram que Renex com cabeças 

polares curtas, entre 6 e 10 unidades de polioxietileno (POE) são bons agentes 

hemolíticos, comparáveis ao TTX-100. No entanto, se aumentarmos as unidades de 

POE até 15 (Renex 150), notamos uma diminuição acentuada do efeito hemolítico 

(Galembeck et al., 1998). 
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De fato, as cabeças polares grandes ou volumosas de POE de algumas 

séries de detergentes conferem a esses compostos um efeito protetor à hemólise. 

Nos detergentes da série Renex (nonilfenóis polietoxilados) de cadeia 

polioxietilenoglicol longas, a porção hidrofílica dessas moléculas - formadas por 10-

100 unidades de PEG – funciona como uma barreira externa ao eritrócito, 

protegendo-o da hemólise (Galembeck et al., 1998). Em outros ensaios hemolíticos, 

os resultados obtidos pelos autores evidenciaram que o Renex 95 (com 9,5 unidades 

de PEG) apresentava efeito lítico em meio isotônico, enquanto que os demais 

surfatantes da série (Renex 20 e 100 - com 20 e 100 resíduos etilenoglicol, 

respectivamente), não apresentam tal propriedade hemolítica. É interessante notar 

que essas moléculas têm capacidade de se incorporar à membrana, onde causam 

alteração na fluidez, como medido por ensaios de Ressonância Paramagnética 

Eletrônica (Galembeck et al., 1998). Os autores ainda observaram que o Renex-

1000 apresentava uma eficiente ação protetora contra a hemólise, devido à grande 

cadeia de polioxietileno (100 unidades), o que sugere a formação de uma “capa” 

hidrofílica ao redor do eritrócito. O alto HLB dessas moléculas também contribui para 

esse efeito protetor. 

Os dados das tabelas 4 e 5 mostraram que os surfatantes utilizados 

apresentam propriedades líticas próximas as CMC dos mesmos. Os valores de Re
sol

 

(Tabela 5) mostrou que o Renex 60, 95 e 100 são muito parecidos, sendo o Renex 

150 o que apresenta menor poder lítico, sendo classificado como fraco. 
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Tabela 4 - Efeito hemolítico dos surtatantes não-iônicos da séries Renex em membranas de 
eritrócitos humanos. L= concentração de lipídio em membranas eritrocitárias para cada 
hematócrito, calculado de acordo com Malheiros et al. (2000). 

 

Surfatante Csat(µµµµM) Csol(µµµµM) 

Ht (%) 
L (µµµµM) 

0,075 
6,5 

0,15 
13 

0,225 
19,5 

0,30 
26 

0,075 
6,5 

0,15 
13 

0,225 
19,5 

0,30 
26 

Renex   
60 

 
22,74 

 
24,74 

 
26,76 

 
30,00 

 
26,75 

 
29,20 

 
33,49 

 
35,41 

Renex  
 95 

 
32,87 

 
36,06 

 
38,95 

 
40,92 

 
41,25 

 
48,14 

 
46,01 

 
49,43 

Renex 
100 

 
25,93 

 
27,14 

 
29,54 

 
32,62 

 
30,40 

 
33,15 

 
39,52 

 
40,56 

Renex 
150 

 
30,42 

 
35,83 

 
48,27 

 
51,11 

 
39,83 

 
49,82 

 
57,70 

 
60,88 

 

 

 

Tabela 5 - Razão Molar Efetiva detergente Renex/lipídio (Re), Dw e constantes de ligação (Kb) 
determinados. 

 

 Renex 60 Renex 95 Renex 100 Renex 150 

CMC (M) ---------- 7,8-9,2 x 10-5 7,5-9,0 x 10-5 1,1-1,3 x 10-4 

Resat 0,37 0,42 0,36 1,09 

Resol 0,46 0,42 0,53 1,15 

Dwsat(µµµµM) 20,1 30,4 22,9 22,8 

Dwsol(µµµµM) 23,66 38,11 27,18 34,3 

Kb (M-1) 13300 7700 11400 23400 
 

 

A figura 11 mostra o efeito do surfatante não iônicos da série polioxietileno-

sorbitóis-Tween (40) em eritrócitos, condições de osmolaridade e pH, fisiológicos 

(PBS e pH 7,4). Nestes ensaios variou-se a concentração de eritrócitos (Ht-0,075%, 

0,15%, 0,225%, 0,3%) e detectou-se a concentração de surfatante para início (Csat) e 

100% de hemólise (Csol).  Nesta série, o efeito lítico dos detergentes não iônicos 

derivados do polioxietileno-sorbitol, os Tweens 20, 40 e 80 foram estudados, 

conforme dados apresentados nas tabelas 6 e 7.  
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Figura 11 -  Efeito Hemolítico do Tween 40 em eritrócitos humanos - Ht 0,075%(■), 0,15% (●), 0,225% 
( ) e 0,30% ( ) – em tampão PBS 5mM, pH 7,4, 37°C (A). Concentraç ão de Tween 40 (Dt) para 
saturação e solubilização de membrana, versus concentração de lipídio na membrana (B). Os valores 
de Re e Kb foram calculados  conforme Lichtenberg em tampão PBS 5mM, pH 7,4, após 15 min. De 
incubação a 37

o
C. 

 
 
Tabela 6 - Efeito hemolítico dos surtatantes não-iônicos da série Tween em membranas de 
eritrócitos humanos. L= concentração de lipídio em membranas eritrocitárias para cada 
hematócrito, calculado de acordo com Malheiros et al. (2000). 

 

Detergente Csat(µµµµM) Csol(µµµµM) 

Ht (%) 
L (µµµµM) 

0,075 
6,5 

0,15 
13 

0,225 
19,5 

0,30 
26 

0,075 
6,5 

0,15 
13 

0,225 
19,5 

0,30 
26 

Tween 20 1,98 2,39 2,58 2,64 5,9 8,2 10,2 12,4 

Tween 40 70,23 72,98 85,74 91,38 99,8 108,0 116,5 134,1 

Tween 80 118,93 150,97 160,39 167,29 165,3 186,2 202,7 220,0 

 
 
Tabela 7 - Razão Molar Efetiva Tween/lipídio (Re), Dw e constante de ligação (Kb) dos 
detergentes, determinados nos experimentos hemolíticos, conforme equação 1. 

 

  Tween  
20 

Tween 
40 

Tween  
80 

Resat 33,4 1172,5 2364,9 

Resol 329,1 1713,5 2779,7 

Dwsat(mM) 1,9 6,1 110 

Dwsol(mM) 2,1 6,6 121 

Kb (M-1) 522 16 9 



 90

Os dados das tabelas 6 e 7 mostram que o efeito lítico dos surfatantes 

Tweens 20, 40 e 80 é inversamente proporcional à hidrofobicidade destes, o que 

deve ser explicado pelo alto HLB desta série, sendo que estes detergentes estão 

numa escala de 75% do balanço hidrofílico/lipofílico proposto por Griffin (1949). 

Portanto, são muito mais hidrofílicos que o TTX-100, mas possuem um potencial 

lítico bem inferior a este surfatante, isto se deve provavelmente ao fato de que a 

porção hidrofílica dos Tweens é composta por 3 cabeças polares. Como 

particularidade dos Tweens, notamos que sua faixa de concentração para 

solubilização dos eritrócitos está bem acima dos valores de CMC, ao contrário do 

que acontece com o TTX-100 e outros detergentes.  

É possível, nas micelas de Tween, que as 3 cadeias de polioxietileno (porção 

hidrofílica) funcionem como uma “barreira” estérica, diminuindo a velocidade de troca 

monômeros/bicamada. Assim, o efeito hemolítico dos Tweens só é observado em 

razões molares extremamente altas, a exemplo do observado com surfatantes da 

série Renex, de cadeia de PEG longas (Galembeck et al., 1998). Quando a hemólise 

não está associada com a agregação do surfatante, como no caso do anestésico 

local dibucaína, que provoca hemólise em concentrações inferiores a sua CMC 

(Malheiros et al., 2000), o tratamento de Lichtenberg pode não ser adequado para 

descrever a solubilização da membrana. 

Conclui-se então que, dentro da série dos Tweens e com hematócritos baixos 

(0,075, 0,15, 0,225 e 0,30%) os análogos Tween 20, 40 e 80 têm efeito lítico acima 

das suas CMC (59, 27 e 12 µM, respectivamente), enquanto que para o TTX-100 a 

solubilização é encontrada na faixa da CMC. A potência lítica tem o perfil: Tween 20 

> Tween 40 > Tween 80, o que está de acordo com os trabalhos de literatura, que 

mostram o uso do Tween 20 como solubilizante da membrana, e não de seus 

análogos mais hidrofóbicos (40, 60 e 80) (Wong et al., 1987; Cho et al., 2000). 

O tratamento de Lichtenberg não se aplica na análise do efeito hemolítico dos 

surfatantes da série Tween, pois os valores de Re (razão molar efetiva 

sufactante/lipídio) são muito altos e a hemólise ocorre em concentrações superiores 

a da CMC, sugerindo que a presença de micela não é o fator determinante da lise, 
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base do modelo de solubilização proposto por Lichtenberg (2000). É importante 

ressaltar que esta série apresenta HLB muito alto. 

Concluímos assim que os surfatantes da série Tween são fracos agentes 

hemolíticos (em relação a surfatantes não-iônicos como o TTX-100), o que deve ser 

resultante da alta HLB desses detergentes, já que as 20 unidades de polioxidoetileno 

dificultam a troca entre monômeros/lipídios de membrana levando à estabilização da 

membrana.  

A figura 12 mostra o efeito do sal biliar Litocolato em eritrócitos, condições de 

osmolaridade e pH fisiológicos (PBS e pH 7,4). Nestes ensaios variou-se ainda a 

concentração de eritrócitos (Ht-0,075%, 0,15%, 0,225%, 0,3%) para determinar a 

concentração de sal biliar para início (Csat) e 100% de hemólise (Csol). É importante 

ressaltar que foram estudados os sais biliares: Desoxicolato, Litocolato, 

Ursodesoxicolato, Glicocolato, Glicodesoxicolato, Taurocolato, Taurodesoxicolato, 

conforme dados apresentados nas tabelas 8 e 9. 
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Figura 12 - Efeito Hemolítico causado por Litocolato (LC) em eritrócitos humanos - Ht 0,075%(■), 
0,15% (●), 0,225% ( ) e 0,30% ( ) – em tampão PBS 5mM, pH 7,4, 37°C (A). Concentraç ão de 
Litocolato (Dt) para saturação e solubilização de membrana, versus concentração de lipídio na 
membrana (B). Os valores de Re e Kb foram calculados, conforme Lichtenberg em tampão PBS 5mM, 
pH 7,4, após 15 min. de incubação a 37

o
C. 

 
 

 

 

 



 92

Tabela 8 - Efeito hemolítico de Sais Biliares em membranas de eritrócitos humanos. L= 
concentração de lipídio em membranas eritrocitárias para cada hematócrito, calculado de acordo 
com Malheiros et al. (2000).  

 

Sal Biliar Csat(µµµµM) Csol(µµµµM) 

Ht (%) 
L (µµµµM) 

0,075 
6,5 

0,15 
13 

0,225 
19,5 

0,30 
26 

0,075 
6,5 

0,15 
13 

0,225 
19,5 

0,30 
26 

C 1838 2159 2400 2716 2159 2405 2809 3154 

DC 809 899 988 1090 1001 1063 1134 1206 

LC * 20 29 39 52 70 117 146 180 

GDC 673 804 885 955 894 1016 1156 1215 

TDC 1072 1082 1098 1115 1192 1215 1248 1260 

* LC e UDC foram solubilizados em DMSO 5%.  Nd = não houve hemólise 

 

Sais Biliares não são surfatantes de alto poder hemolítico, pois as razões 

molares Sal Biliar/Lipídio para hemólise (Re) da tabela 2 são altas em relação a 

outras séries estudadas. As concentrações para hemólise estão próximas as cmcs 

dos mesmos. 

Além disso, dentro da série estudada Re
sol

 mostrou o seguinte perfil: LC < DC 

< GDC < TDC < C, enquanto GC, TC e UDC - até 10 mM – não apresentaram 

atividade hemolítica.  A abstração do grupo hidroxila nas posições 7 ou 12 torna os 

sais biliares mais hemolíticos que suas contrapartes (DC > C,  LC > UDC,  GDC > 

GC e TDC > TC). Além disso, há uma relação direta entre o tamanho do substituinte 

na posição 24 (COO- < glicina < taurina) e os valores de Re, mostrando que a 

conjugação hepática dos sais biliares primários e secundários, diminui seu efeito 

hemolítico. Este dado é interessante se lembrarmos que a conjugação hepática faz 

aumentar significativamente o balanço hidrofílico-lipofílico do sais, explicando a 

variação no efeito hemolítico observado. 
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Tabela 9 - Razão Molar Efetiva Sal Biliar/lipídio (Re), Dw e constantes de ligação (Kb) dos Sais 
Biliares, determinados nos experimentos hemolíticos. 

 

  C DC LC GDC TDC 
Resat 44,2 10,6 1,6 14,3 22,3 

Resol 52,1 14,3 5,6 17,0 36,5 

Dwsat(µµµµM) 1559,5 713,5 8,9 597,5 1056 

Kb (M-1) 630 1310 69310 1560 650 
Nd = não houve hemólise 

 
 

Os resultados obtidos mostraram haver uma direta correlação entre o  

substituinte negativamente carregado na posição R3 (COO- < glicina < taurina) e os 

valores de Re
sat , mostrando que a conjugação dos sais biliares diminui seu efeito 

hemolítico. No entanto, compostos menos hidrofóbicos como o taurocolato, o 

glicocolato e o ursodesoxicolato não registraram efeito lítico, nas concentrações 

testadas (até o limite de sua solubilidade aquosa).   

A tabela 10 resume os resultados de Re
sat obtidos com todos os surfatantes 

estudados, além de algumas propriedades físico-químicas como: CMC, HLB e 

também sua classificação como agentes FRACOS ou FORTES solubizadores, de 

acordo com o critéio difundido por Heerklotz & Sellig (2000). 

A existência de uma íntima correlação entre formação de micela, partição e 

ruptura da membrana tem sido descrita na literatura (Lichtenberg, 1985; Lichtenberg 

et al., 2000). Desta forma, o produto de CMCK b ⋅  foi proposto para classificar os 

surfatantes em relação ao potencial de ruptura de membrana (Heerklotz & Seelig, 

2000a), ou seja, surfatantes com CMCK b ⋅  < 1 são considerados fortes enquanto 

aqueles que apresentam CMCK b ⋅  > 1 são considerados fracos.  
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Tabela 10 - Classificação dos surfatantes estudados, conforme Heerklotz & Seelig (2000a), pela 
relação entre as constantes de ligação (Kb) dos detergentes nas membranas eritrocitárias e 
seus valores de CMC. 

Surfatante CMC (M) Kb (M) 

a 
HLB Kb x 

 CMC 
Resat Classificaçãoc 

C10E8 9,7 x 10-4 2400 14,5 2,3 2,23 FRACO 
C12E8 8,8 x 10-5 6000 13,7 0,5 0,21 FORTE 
C14E8 8,0 x 10-6 25500 13,0 0,2 0,13 FORTE 
C16E8 7,3 x 10-7 31500 12,4 0,0 0,05 FORTE 
C18E8 5,9 x 10-8 47700 11,9 0,0 0,03 FORTE 
C12E4 6,5 x 10-5 11600 9,8 0,8 0,42 FORTE 
C12E5 6,2 x 10-5 11400 10,9 0,7 0,44 FORTE 
C12E6 6,7 x 10-5 10700 11,8 0,7 0,43 FORTE 
C12E10 0,9 x 10-5 20400 14,1 1,8 0,39 FRACO 
Colato 6,5 x 10-3 630 1,6 b 4,1 44,2 FRACO 

Desoxicolato 2,5 x 10-3 1310 1,6 b 3,3 14,3 FRACO 
Litocolato --- 69310 1,7 b     1,6 FRACO 

Ursodesoxicolato 7,0 x 10-3 Nd 0,8 b  -  
Glicocolato 7,0 x 10-3 Nd 4,4 b  -  

Glicodesoxicolato 1,1 x 10-3 1560 3,8 b 1,7 14,30 FRACO 
Taurocolato 4,5 x 10-3 Nd 5,8 b  -  

Taurodesoxicolato 1,5 x 10-3 650 5,4 b 1,0 22,30 FRACO 
Renex 60 - 13300 10,9    0,37 FORTE 
Renex 95 7,8-9,2 x 10-5 7700 13,0 0,7   0,42 FORTE 
Renex 100 7,5-9,0 x 10-5 11400 13,3 0,9   0,36 FORTE 
Renex 150 1,1-1,3 x 10-4 23400 15,0 2,8   1,15      FRACO 
Tween 20 5,9 x 10-5 522 16,7 0,03 33,40 FRACO 
Tween 40 2,7 x 10-5 16,4 15,6 0,0 1172, FRACO 
Tween 80 1,2 x 10-5 9,0 15,0 0,0 23650 FRACO 

Triton X-100 2,5 x 10-4 5900 13,5 1,5   1,58 FRACO 
ASB 14 1,1 x 10-4 7047 11,6 0,8   0,22 FORTE 
ASB 16 1,4 x 10-5 15609 10,9 0,2   0,08 FORTE 

a Valor de Kbsat e Re obtidos neste projeto; b Calculado de acordo com Griffin [1949];  c Classificação 
de acordo com Heerklotz & Seelig (2000). 

 
 

Dentre os detergentes por nós estudados, razões CMCK b ⋅  menores que 1 

foram encontradas para detergentes da série Renex com cabeça polar pequena (i.e. 

homólogos com < 10 unidade de polietilenoglicol, POE) e todos os CxEy com cadeia 

acila maior que 12 carbonos, refletindo seu forte potencial na solubilização de 

membranas. Razões de CMCK b ⋅  maiores que 1 foram encontradas para os sais 
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biliares, Tweens (que possuem 3 cadeias de POE), para o Renex de cabeça polar 

grande (Renex 150)  e para os CxEy de cadeia acila curta (C10E8) para o Triton X-

100. Assim, de acordo com Heerklotz & Seelig (2000) estes surfatantes seriam 

classificados como fracos solubilizadores. Portanto, pode-se propor como alternativa 

a análise dos valores de razão molar para solubilização da membrana, Resat (Tabela 

10, penúltima coluna) para classificação destes detergentes, tendo encontrado uma 

boa correlação entre a razão detergente:lipídio para início da lise, Resat (sendo Resat 

<1 = forte; Resat >1= fraco) e a classificação dos detergentes pelo produto de 

CMCK b ⋅ , proposta por Heerklotz & Seelig (2000), para a maior parte (20 dos 24 

detergentes listados). Assim, a Tabela 10, mostra uma nova forma de classificar os 

detergentes, de acordo com seu efeito lítico. 

 Pelo parâmetro de Re
sat  pudemos classificar 2 surfatantes (Litocolato e Renex 

60), antes não classificados pelo parâmetro de CMCK b ⋅ , como fraco e forte, 

respectivamente. Assim, os valores de Re
sat podem ser utilizados como alternativa 

para classificação de detergentes cujos valores de CMC sejam de difícil 

determinação ou extremos (muito grandes ou muito pequenos), inviabilizando a 

compensação por Kb, numa clara demonstração da limitação do parâmetro proposto 

por Heerklotz & Seelig (2000). 

Sendo que: 1) os ensaios hemolíticos são reconhecidos como bons modelos 

da interação entre anfifílicos e membranas (Malheiros et al, 2004 e referências alí 

citadas); 2), onde os valores de Re
sat descrevem adequadamente, no nível molecular, 

a concentração de detergente na bicamada – em relação aos lipídios de membrana, 

capaz de levar à ruptura da membrana e 3) que as medidas de Re
sat são feitas em 

membranas biológicas e não em sistemas modelo, como na maior parte dos 

trabalhos de determinação de Kb; concluimos ser este o melhor parâmetro para 

descrever a ação de surfatantes em membranas.   
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5   CONCLUSÕES 
 
I. Efeito lítico de diferentes séries de surfatantes: 

O tratamento quantitativo proposto por Lichtenberg foi aplicado para estudo da 

lise de eritrócitos, induzida por vinte e seis compostos, pertencentes a cinco diferentes 

séries de surfatantes com bastante sucesso. 

Dentro das séries estudadas encontramos alguns análogos como os CxEy e 

Renex que possuem efeito lítico mais pronunciado que o TTX-100, classicamente 

usado para solubilização de membranas.  

De uma maneira geral, dentro de cada série o efeito lítico é diretamente 

proporcional ao aumento da porção hidrofóbica da molécula, enquanto que o aumento 

da cabeça polar contribui de maneira oposta, i.e., diminuindo ou eliminando o efeito 

lítico.  

Com exceção dos detergentes da série Tween (HLB muito alto) as 

concentrações hemolíticas eram próximas as CMC dos surfatantes. 

 

II. Classificação do efeito lítico dos detergentes usando os valores de Re 

 

A abordagem quantitativa adotada para tratamento da hemólise de eritrócitos 

humanos, aplicada neste trabalho, permitiu comparar o efeito lítico de diferentes séries 

de surfatantes clássicos e classificá-los como fracos ou fortes agentes solubilizadores, 

usando os valores de Re. Neste estudo, com 26 surfatantes pertencentes a cinco 

diferentes séries, foi encontrada uma correlação de 100% entre a classificação pelos 

valores de Re e por outro parâmetro descrito na literatura, Kb x CMC, este último 

empregado para explicar o efeito solubilizante em membranas lipídicas (Heerklotz & 

Seelig, 2000a).  

 Desta forma, demonstrou-se que a razão molar surfatante:lipídio (Re) para 

solubilização da membrana, proposta por Lichtenberg pode ser usada para avaliação 

do efeito lítico de detergentes em membranas biológicas, permitindo a classificação de 

um número maior de compostos em relação a seu efeito lítico em sistemas 

membranares complexos, contendo lipídios e proteínas.  
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III. Evidências da transição membrana-micela durante a hemólise ou solubilização da 

membrana. 

 
Através da técnica de EPR, foi possível acompanhar o parâmetro de ordem do 

marcador de spin 5 ácido doxil estearato incorporado nas membranas determinando-

se a transição membrana - membrana mista - micela mista, ao mesmo tempo que a 

liberação de hemoglobina e fosfato eram observados após a exposição de hemáceas 

ao detergente não iônico Triton X100. 
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